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Resumen

Las floraciones de cianobacterias potencialmente tóxicas son un fenómeno cada vez más

frecuente en los ecosistemas acuáticos debido al aporte excesivo de nutrientes de origen

antrópico, lo que trae consecuencias negativas sobre los usos de los cuerpos de agua dulce y

la biodiversidad. El aporte de fósforo (P) y nitrógeno (N) a los sistemas de agua dulce ha

aumentado en las últimas décadas como consecuencia de la creciente producción industrial,

agrícola-ganadera y la urbanización. De manera general, una forma de amortiguar éste

fenómeno es controlar los aportes de P desde la cuenca y los sedimentos (carga interna) a

través de la coprecipitación con metales en condiciones aeróbicas. En particular, el cloruro

férrico (FeCl3) es ampliamente utilizado en el tratamiento de efluentes. Sin embargo, su

capacidad de controlar el crecimiento de cianobacterias por floculación y precipitación 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 características destacándose también por su alta

toxicidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adición de hierro (FeCl3) en el

crecimiento y morfología de una cepa nativa de R. raciborskii (MVCC19) en condiciones de

fijación y no fijación de nitrógeno atmosférico (-N y +N), y deficiencia por Fe. Se realizaron dos

experimentos en los que se adicionaron diferentes concentraciones de FeCl3 más un control sin

adición. Se determinaron las tasas de crecimiento, el contenido de fósforo y nitrógeno

particulado (PP y NP) y la concentración de fósforo reactivo soluble (PRS). Se cuantificó la

abundancia y biomasa y se midieron los filamentos y las células especializadas presentes.

Independientemente de la disponibilidad de N, la tasa máxima de crecimiento se registró en los

tratamientos donde se adicionó una concentración de Fe óptima en fijación de N atmosférico,

mientras que con disponibilidad de N disuelto, el crecimiento se sostuvo hasta concentraciones

de Fe siete veces superiores a la óptima. La concentración máxima aplicada de Fe generó la

floculación inmediata de los filamentos e inhibió el crecimiento de la cianobacteria. Asimismo, el

Fe indujo cambios morfológicos más notorios en condiciones de disponibilidad de N. Esta tesis

muestra el efecto complejo que tiene el Fe en el crecimiento de una cianobacteria filamentosa,

tóxica y fijadora de N2, pudiendo actuar tanto como inhibidor como estimulador del crecimiento.

Estos resultados alertan sobre posibles efectos no deseados cuando se busca controlar una

floración de cianobacterias mediante la aplicación de FeCl3 en un lago, lo que podría producir

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

La eutrofización se define como el aumento de la producción primaria de un ecosistema

acuático como consecuencia del enriquecimiento de las aguas superficiales con nutrientes, en

particular fósforo (P) (Schindler, 1977). Esta fertilización puede darse de forma natural en la

evolución de los lagos involucrando factores físicos, climáticos y biológicos (Fontúrbel, 2016).

Sin embargo, desde la segunda mitad del siglo pasado el proceso de eutrofización 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 deforestación y la erosión de los suelos agrícolas

(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 eutrofización es el aumento en la producción primaria de la

comunidad fitoplanctónica, 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 período de tiempo (Chorus &

Bartram, 1999; Reynolds, 2006). Este fenómeno representa uno de los desafíos ecológicos más

importantes de los sistemas límnicos a nivel mundial (Heisler et al., 2008). Las elevadas

biomasas de cianobacterias que se dan durante una floración tiene consecuencias negativas

sobre el ambiente, como la desoxigenación de las capas profundas de los cuerpos de agua, la

generación 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 alteración de la cadena trófica

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 acuático pierde servicios

ecosistémicos fundamentales y se restringe su uso como recurso, ya sea como fuente de agua

para potabilizar, riego, pesca y/o recreación (Visser et al., 2005; Bonilla, 2009; Van de Waal

et al., 2009; Paerl et al., 2011). En Uruguay, la eutrofización de los sistemas de agua dulce ha

aumentado en los últimos tiempos como consecuencia de la creciente producción industrial,

agrícola-ganadera y la urbanización (Rodríguez-Gallego, 2011; Bonilla et al., 2015; Aubriot
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et al., 2017; Haakonsson et al., 2017). Este fenómeno ha llevado a un incremento en los casos

de floraciones de cianobacterias potencialmente tóxicas 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 aparición 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

óptimos 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 et al., 2011; Dolman et al., 2012). Está bien documentado que el nitrógeno (N) y

fósforo (P) son los factores desencadenantes de las floraciones de cianobacterias, ya que

existe una relación positiva entre la concentración 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 floración, ya que algunos estudios muestran que las

tasas de crecimiento y biomasa son independientes a los cambios en la concentración de P o N

(Schindler, 2012; Auer et al., 1986), por lo que puede ocurrir que otros nutrientes limiten o

co-limiten la producción de biomasa de fitoplancton en ambientes eutróficos (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 producción primaria ha sido enfatizada durante mucho tiempo, ya que la

célula fotosintética requiere de éste elemento para el transporte de electrones durante la

fotosíntesis y la respiración, la asimilación de nitrato y la fijación de N atmosférico (Rodhe,

1948; Gerloff & Skoog, 1957; Schelske, 1962). En este último proceso, el Fe es clave para la

función de la enzima nitrogenasa encargada de la fijación de N atmosférico (Rueter & Petersen,

1987; Raven et al., 1999). Así, un aumento en la disponibilidad de hierro podría favorecer las

floraciones de cianobacterias fijadoras de N atmosférico (Larson et al., 2015) debido al aumento

en las tasas de crecimiento, fotosíntesis y fijación 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

aeróbicas, provocando el secuestro por adsorción del P a óxidos de Fe y su precipitación a los

sedimentos (Gächter & Müller, 2003; Katsev et al., 2006). Debido a su capacidad de formar

diversos compuestos con P soluble, el cloruro de hierro III (FeCl3) se ha usado tradicionalmente

para el tratamiento de aguas residuales (tratamiento terciario) y para la potabilización del agua
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(Yeoman et al., 1988). Asimismo, el FeCl3 forma parte de un conjunto de alternativas para

controlar los niveles de P en los cuerpos de agua (Boers et al., 1992). Sin embargo, esta

capacidad de unirse al fosfato se ve restringida por la ausencia de oxígeno y bajo pH debido a

la reducción del ión férrico a ferroso que libera nuevamente el fosfato (Molot et al., 2014).

Algunos estudios muestran que la eficiencia de FeCl3 por capturar P en ambientes anóxicos

sería mayor a la esperada debido a la circulación y oxidación del Fe en las capas superficiales,

provocando la recaptura del fosfato (Kleeberg et al., 2013). Sin embargo, el aporte de FeCl3 y

por ende de Fe a cuerpos lénticos podría producir efectos complejos sobre las comunidades

bióticas, especialmente sobre las cianobacterias que podrían 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 eutrofización en agua dulce. Por más 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 debería replantearse

ya que una alta disponibilidad de Fe podría favorecer la dominancia de cianobacterias (Molot

et al., 2010; Xu et al., 2013).

Raphidiopsis raciborskii (anteriormente Cylindrospermopsis raciborskii) es una cianobacteria

filamentosa fijadora de nitrógeno atmosférico y formadora de floraciones perteneciente al orden

Nostocales (Aguilera et al., 2018; Padisák, 1997). Debido a su distribución 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 están relacionadas con su distribución geográfica (Vico et al., 2020).

Por ejemplo, está bien documentado que en Europa y Australia R. raciborskii produce la

cianotoxina cilindrospermopsina (Haande et al., 2008; Yılmaz 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 adjudicó un comportamiento invasor ya que fue

registrada por primera vez en 1912 en Java, Indonesia (región tropical) (Woloszynka, 1912) y

posteriormente se encontraron registros en regiones templadas y subtropicales (Briand et al.,

2004; Padisák, 1997) incluso dominando la comunidad fitoplanctónica (Vidal & Kruk, 2008;

Paerl et al., 2011). Sin embargo, evidencia reciente sugiere una diversificación evolutiva

temprana desde África tropical hacia el norte de África, la Europa mediterránea y América del

Norte; adquiriendo la capacidad de producir diferentes toxinas luego de la expansión y
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colonización de diferentes ambientes (Vico et al., 2020). Su extensa distribución sugiere que

tiene una gran capacidad de adaptación fisiológica 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 fisiológico 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), así como la

capacidad de acumular gránulos de polifosfato como reserva de P, fijar nitrógeno atmosférico y

sobrevivir a bajas concentraciones de nutrientes (Isvánovics et al., 2000; Ind et al., 2009). Otro

aspecto que podría ser clave en el éxito de la expansión 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 lumínicas 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 acuáticos destinados a

la potabilización y recreación (Vidal & Kruk, 2008; Fabre, 2011; Bonilla et al., 2012;

González-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

potabilización del agua (González-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 fenotípica

que le permite aclimatarse a diferentes condiciones ambientales, como modificar la tasa de

captación de fósforo según la disponibilidad en el ambiente (Amaral et al., 2014) y la

temperatura (Galvanese et al., 2019) y ajustar la concentración de pigmentos frente a distintas

condiciones de intensidad lumínica (Fabre, 2011). El análisis de una extensa base de datos

realizado por Bonilla et al. (2012) refleja que dicha plasticidad de R. raciborskii favorece el éxito

y colonización de la especie en ambientes menos enriquecidos con fosfato en comparación con

otra cianobacteria filamentosa formadora de floraciones (Planktothrix agardhii (orden

Oscillatoriales)).

Debido al incremento de las floraciones de cianobacterias, tanto en ecosistemas lénticos como

lóticos de nuestro país (Bonilla & Conde, 2000; Vidal & Kruk, 2008; Fabre et al., 2010; Bonilla et

al., 2015), el estudio de los aspectos ecofisiológicos que intervienen en el desarrollo de las

floraciones adquiere relevancia a nivel local y global, así como la investigación de diversos

procesos que mitiguen o rehabiliten los ecosistemas afectados por floraciones. Los atributos

ecofisiológicos y morfológicos que presenta R. raciborskii, en particular relacionados a su

capacidad de soportar bajas concentraciones de fosfato disponible y de fijar nitrógeno

atmosférico, la convierte en un excelente organismo modelo para investigar el efecto del Fe en
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el crecimiento y morfología de la especie. Estos atributos plantean un escenario incierto acerca

del efecto de las aplicaciones de FeCl3 en lagos para el control de floraciones de

cianobacterias, ya que el floculante podría beneficiar especies resistentes a la escasez de

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

Objetivo

Objetivo general

Evaluar el efecto de la adición de hierro (FeCl3) sobre las tasas de crecimiento y morfología de

una cepa de Raphidiopsis raciborskii (MVCC19) en condiciones de fijación y no fijación de

nitrógeno atmosférico.

Objetivos específicos

● Determinar el rango de concentraciones de FeCl3 que resulte en estimulación e

inhibición del crecimiento de R. raciborskii bajo condiciones óptimas de nutrientes.

● Evaluar el efecto del FeCl3 en el crecimiento de R. raciborskii bajo fijación de N

atmosférico.

● Analizar el efecto del FeCl3 sobre la morfología de R. raciborskii en condiciones de

fijación y no fijación 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 cámara de

cultivo a una temperatura de 26 ± 1°C e intensidad de luz de 80 μmol fotón m-2 s-1 con

fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad) en la Sección Limnología (Facultad de Ciencias,

Universidad de la República) y mantenida con medio BG11 modificado (Stanier et al.,1971). El

código adjudicado a la cepa es MVCC19 y corresponde a un solo ecotipo según estudios

moleculares (Piccini et al., 2011).
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Condiciones de aclimatación a la deficiencia por Fe

Para evaluar el crecimiento en relación a la disponibilidad de Fe (en forma de FeCl3) fue

necesario inducir la deficiencia por este recurso previamente a la realización de cada

experimento. Para poder obtener la relación atómica P:Fe deseada fue imprescindible aclimatar

el cultivo a 1 mgP/L (32 μmolP/L) y a 1⁄5 el Fe de la concentración original en el BG11 (23.3

μmolFe/L). Para ello se realizaron en paralelo, diluciones semanales con medio BG11

modificado con 1⁄5 de Fe (4.66 μmolFe/L) y 1 mgP (con y sin N inorgánico disuelto agregado

dependiendo del experimento) en régimen semi-continuo con el fin de aclimatar los cultivos

para la posterior realización de los cultivos madre. Dicha condición de aclimatación se sostuvo

por dos meses con repiques bisemanales sucesivos previamente a la realización de los cultivos

madre.

Diseño Experimental

Posteriormente a la aclimatación de los cultivos, se realizaron en paralelo dos experimentos con

la cepa de R. raciborskii, cuya diferencia radicó solo en la presencia o ausencia de nitrógeno

inorgánico (N) disuelto en el medio. De esta forma, el experimento denominado +N presentó

nitrógeno inorgánico, mientras que el -N no.

Dichos experimentos presentaron cinco tratamientos con relaciones atómicas 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 contó con dos réplicas) generando un total de 14 muestras por experimento. Cada

experimento tuvo una duración de 16 días ya que se ha descrito en bibliografía que es el

tiempo que demora la cepa en llegar a finalizar la fase exponencial de crecimiento (Martigani,

2017).

Para ambos experimentos se realizó 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 repartió en volúmenes de 120 mL en

matraces de 150 mL. Una vez realizada la división se adicionaron los diferentes volúmenes de

FeCl3 de una solución de trabajo de 15.12 mmolFe/L. El “control positivo” (C+) de inhibición del

crecimiento (y control positivo del estado de deficiencia por Fe), no recibió FeCl3 y se lo

denominó tratamiento P:Fe 1:0 (C+). En los siguientes tratamientos se aplicaron 255 μl para el

1:1 (32 µmolFe/L); 511 μl para 1:2 (64 µmolFe/L); 1279 μl para 1:5 (160 µmolFe/L); y 2559 μl

para 1:10 (320 µmolFe/L). El tratamiento 1:1 es el que se aproxima a la concentración de Fe
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presente en el medio de cultivo BG11 completo (23.3 µmolFe/L), por lo que se lo consideró

como “control negativo” (C-) de la inhibición. Por lo tanto, los resultados esperados en función

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.

Determinación del crecimiento

La tasa de crecimiento μ fue determinada mediante la medición de la densidad óptica de cada

réplica en ambos experimentos a 750 nm (DO750, medida indirecta de biomasa) con

espectrofotómetro (Thermo Scientific, Evolution 60 LC) desde el día cero (cultivo madre) y cada

dos días hasta la finalización de cada experimento.

La tasa de crecimiento (μ) se calculó como:

μ(días-1) = (lnDO750 final - lnDO750 inicial) / ∆t

Donde DO750 final es la densidad óptica al final de la fase exponencial de la curva de

crecimiento, DO750 inicial es la densidad óptica al inicio de la fase exponencial de la curva de

crecimiento y ∆t es el intervalo de tiempo transcurrido desde el inicio al final de la fase

exponencial de crecimiento. La DO750 pre experimental fue 0.125 ± 0.004 para el experimento

+N y 0.225 ± 0.002 para el -N.

Para el análisis de resultados se definieron dos tasas de crecimiento por tratamiento: Inicial, o

fase exponencial que abarca los primeros 6 días, y Final, desde el día 10 al 16 que refleja la

fase de crecimiento exponencial y estacionaria. Se trabajó con el promedio de las réplicas por

tratamiento.

Determinación de la morfología y biovolumen

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

tricomas de R. raciborskii en función de cada tratamiento, se extrajeron muestras (5 mL) de
10



cada réplica cada 4 o 5 días 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 según Sournia (1979) y Hotzel &

Croome (1999) utilizando cámaras de sedimentación Sedwick - Rafter de 1 mL a un aumento

de 400 veces en microscopio óptico invertido Olympus CKX41 y microscopio óptico Olympus

BX40. El conteo se realizó por campos al azar hasta alcanzar 100 individuos, excepto en la

réplica b del tratamiento 1:1 del experimento +N (Día 14) donde se cuantificaron todos los

individuos de la cámara debido a la baja abundancia encontrada.

Los parámetros morfológicos 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 (mm3) se calculó 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 calculó mediante un

promedio de las tres réplicas, la abundancia y biovolumen de cada tratamiento para cada

tiempo.

Determinación de nutrientes

El contenido de N y P de los organismos se determinó al finalizar cada experimento, filtrando

una alícuota de volumen conocido de cada replica a través de un filtro de fibra de vidrio MGF

Munktell. Una vez filtrada la muestra, se lavó el filtro y el material retenido con agua milliQ. Los

filtros con el material retenido fueron preservados a -20 °C hasta la realización del análisis

químico.

Se determinó el contenido de fósforo (para ambos experimentos) y nitrógeno (solo experimento

-N) particulado en el cultivo (PP y NP, respectivamente) retenido en los filtros, por oxidación de

la materia orgánica según Valderrama (1981). A partir de la muestra resultante luego del filtrado

y mediante el método de azul de molibdeno (Murphey & Riley, 1962), se cuantificó la

concentración de fósforo reactivo soluble (PRS) para ambos experimentos.
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Por último, se estimó la cuota de fósforo y nitrógeno a partir de la concertación de nutrientes en

forma particulada y normalizada por unidad de biomasa como:

Cuota celular de P o N (µg/mm3) = [PP o NP] (µg/L) / BV (mm3/L)

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

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

Análisis de datos

Con la finalidad de que todos los tratamientos contengan la misma cantidad de réplicas (3), se

generó una réplica artificial (promedio de las réplicas existentes de cada tratamiento) para los

casos en que se perdió 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 análisis no paramétricos) donde se comparan las medias de los rangos de

los grupos. En los casos donde sí 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 días de experimento).

Respecto al tercer objetivo, se analizó la relación entre las variables morfológicas (largo y

ancho) y el volumen de los organismos y se caracterizó la presencia de células especializadas

en los tratamientos. Debido a que las variables morfológicas 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 días 5 y 14.

Todos los análisis descritos se realizaron usando SigmaPlot (versión 11.0).

Resultados

Floculación de R. raciborskii bajo condiciones óptimas de nutrientes y fijación de N2

La adición de 320 µmol Fe L-1 (concentración máxima de Fe) correspondiente al tratamiento

1:10, desencadenó inmediatamente la floculación y sedimentación de los filamentos que se
12



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

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

A)

B)

Figura 1. Fotografía 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, 1:2 y 1:1.

Efecto del FeCl3 en el crecimiento de R. raciborskii en condiciones óptimas de nutrientes

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

cloruro férrico en condiciones óptimas de cultivo (+N) para los tratamientos 1:1 (C-), 1:2 y 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 comparación al resto, mientras que en 1:10 no se detectó crecimiento (Fig. 2).

Figura 2. Variación de la densidad óptica (DO, Absorbancia a 750 nm) como indicador de biomasa de R.
raciborskii en función de los días para cada tratamiento sometido a condiciones óptimas de nutrientes (+N). La
Fase inicial abarca los primeros 6 días, mientras que la Fase Final desde el día 10 al 16. Los símbolos indican
el promedio de cada tratamiento en cada tiempo y las líneas verticales representan el desvío estándar 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 registró en

el tratamiento 1:2 que presentó valor μ = 0.1450 d-1, mientras que la menor fue para el

tratamiento 1:10 (μ = -0.0307 d-1, Fig. 3). El análisis ANOVA no reflejó diferencias significativas

entre los tratamientos 1:1 (C-), 1:2 y 1:5 de la fase final, sin embargo, estos sí se diferenciaron

del 1:0 (C+) y del tratamiento 1:10 (p ≤ 0.001, Fig. 3). Puede destacarse una disminución en la

tasa de crecimiento del tratamiento 1:2 entre la fase inicial y final, mientras que el tratamiento

1:10 presentó la respuesta contraria (Fig. 3).
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Figura 3. Tasa de crecimiento (µ) de cada tratamiento para la Fase Inicial y Final sometido a condiciones
óptimas 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 líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para cada caso
(n=3).

Para todos los tratamientos sometidos a condiciones +N, el biovolumen de R. raciborskii

aumentó en el tiempo (Fig. 4). El análisis ANOVA realizado para ambos días y el post-hoc

Tukey, reflejó que en el día 5, el tratamiento 1:0 (C+) presentó los mayores valores de

biovolumen en comparación con el resto (p = 0.008, Fig. 4). Mientras que para el día 14,

existieron diferencias significativas entre todos los tratamientos, con 1:1 (C-) y 1:2 como los

tratamientos que presentaron biovolumenes más altos (dos órdenes de magnitud más que al

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

El análisis Kruskal - Wallis y su post-hoc Tukey respecto a la concentración de fósforo 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 concentración mayor de PRS se vio en el

tratamiento 1:5 (41.4 ± 2.1 µgP/L), mientras que 1:1 (C-) presentó el valor más bajo (20. 8 ± 2.8

µgP/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 óptimas de
nutrientes (+N) (eje y en escala logarítmica). Las barras representan los días 0, 5 y 14 del experimento. En
negro se indican los resultados de la Prueba Tukey que compara los tratamientos para Día 5 (ANOVA, p =
0.008), mientras que en rojo para Día 14 (ANOVA, p ≤ 0.001). Los grupos marcados con las mismas letras no
presentaron diferencias significativas. Las líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para
cada caso (n=3).

Figura 5. Concentración de Fósforo reactivo soluble (PRS) al finalizar el experimento en función de los
tratamientos de P:Fe y sometido a condiciones óptimas de cultivo (+N). Los grupos marcados con las mismas
letras indican que no existieron diferencias significativas según los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal -
Wallis, p = 0.032). Las líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para cada caso (n=3).
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Figura 6. Cuota celular de P al finalizar el experimento por unidad de biovolumen (µgPP/mm3) en función de
los tratamientos sometidos a condiciones óptimas de nutrientes (+N). Los grupos marcados con las mismas
letras indican que no existieron diferencias significativas según los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal -
Wallis, p = 0.009). Las líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para cada caso (n=3).

La cuota de P por unidad de biovolumen, varió según el tipo de tratamiento (Fig. 6). El

tratamiento 1:10 presentó el valor más alto de concentración (18.4 ± 1.5 µg PP/mm3), mientras

que 1:2 el más bajo (1.0 ± 0.1 µg PP/mm3, Fig. 6). Los resultados del análisis Kruskal - Wallis y

el post-hoc Tukey reflejan diferencias significativas solo entre estos tratamientos (p = 0.009, Fig.

6).

Efecto del FeCl3 en el crecimiento de R. raciborskii bajo fijación de N2

En condiciones deficientes de nitrógeno (-N) y frente a la adición de cloruro férrico, R.

raciborskii presentó 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 1:5 y 1:10

mostraron una inhibición total (Fig. 7). En el día 8, todos los tratamientos presentaron un

aumento proporcional e inusual de la densidad óptica lo que se interpreta como un error en la

medición. Por tanto, los datos fueron considerados “atípicos” a la tendencia.
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Figura 7. Variación de la densidad óptica (DO, Absorbancia a 750 nm) como indicador de biomasa de R.
raciborskii en función de los días para cada tratamiento sometido a condiciones deficientes de Nitrógeno (-N).
La Fase inicial abarca los primeros 6 días, mientras que la Fase Final desde el día 10 al 16. Los símbolos
indican el promedio de cada tratamiento en cada tiempo y las líneas verticales en cada barra representan el
desvío estándar para cada caso (n=3). Se eliminó el día 8 debido a un posible error en la medición de la DO.

El análisis 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

registró en el tratamiento 1:1 (C-) con un valor μ = 0,069 d-1, mientras que la menor fue para el

tratamiento 1:10 (μ = -0,076 d-1, Fig. 8). Respecto a la fase final, se observó 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 sí según 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 prácticamente nulas de los tratamientos 1:5

y 1:10 (Fig. 8).
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Figura 8. Tasa de crecimiento (µ) de cada tratamiento sometido a condiciones deficientes de Nitrógeno (-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 líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para
cada caso (n=3).

El biovolumen de R. raciborskii sometidos a condiciones deficientes de nitrógeno varió a lo

largo del experimento (Fig. 9). El análisis Kruskal-Wallis para el Día 5 no reflejó 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 según la prueba Kruskal-Wallis y test post -

hoc Tukey en el Día 14 (p = 0.010, Fig. 9). El tratamiento 1:2 presentó los valores más altos de

biovolumen en comparación con el resto de los tratamientos en el Día 14, siendo un orden de

magnitud mayor que al inicio del experimento (Fig. 9). Mientras que 1:0 (C+) mostró una

disminución respecto al Día 5, obteniendo el valor más bajo de biovolumen (Fig. 9).

El análisis de Kruskal - Wallis y el post-hoc Tukey respecto a la concentración de fósforo

reactivo soluble (PRS) presente al final del experimento reflejó diferencias significativas entre el

tratamiento 1:2 y 1:5 (p = 0.022, Fig. 10). La concentración mayor se observó en el tratamiento

1:2 (72.8 ± 32.4 µgP/L), mientras que 1:5 presentó el valor más bajo (33.1 ± 3.6 µgP/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 Nitrógeno
(-N) (eje y en escala logarítmica). Las barras indican los días del experimento. En negro se ven los resultados
de la Prueba Tukey que compara los tratamientos para Día 14 (Kruskal - Wallis, p = 0.010), mientras que Día 5
no presentó diferencias significativas entre tratamientos (Kruskal - Wallis, p = 0.098). Los grupos marcados
con las mismas letras indican que no existieron diferencias significativas según los resultados de la prueba de
Tukey. Las líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para cada caso (n=3).

Figura 10. Fósforo reactivo soluble (PRS) al finalizar el experimento de cada tratamiento sometido a
deficiencia de Nitrógeno (-N). Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron diferencias
significativas según los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal - Wallis, p = 0.022). Las líneas verticales en
cada barra representan el desvío estándar para cada caso (n=3).
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El análisis Kruskal - Wallis respecto a la cuota de P por unidad de biovolumen reflejó una

variación según el tipo de tratamiento, siendo 1:0 (C+) el que presentó la concentración más

alta respecto al resto (48.68 ± 15.76 µgPP/mm3, Fig. 11). Mientras que 1:2 presentó la menor

cuota (2.56 ± 0.65 µg P/mm3, 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 (Nitrógeno particulado por unidad de biovolumen) varió según el tipo de

tratamiento (Fig. 12). 1:0 (C+) presentó la mayor concentración de Nitrógeno en comparación

con el resto (453.2 ± 198.9 µgN/mm3, Fig. 12). Mientras que el tratamiento 1:10 presentó la

menor (61.1 ± 11.3 N µgN/mm3, Fig. 12). Los resultados de la prueba Tukey reflejan diferencias

significativas solo entre estos tratamientos (p = 0.017, Fig. 12).

Figura 11. Cuota celular de P (PP) al finalizar el experimento por unidad de biovolumen (µgPP/mm3) en los
tratamiento P:Fe y sometido a deficiencia por Nitrógeno (-N). Los grupos marcados con las mismas letras no
presentaron diferencias significativas según los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal - Wallis, p = 0.012).
Las líneas verticales en cada barra representan el desvío estándar para cada caso (n=3).
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Figura 12. Cuota celular de N (NP) por unidad de biovolumen (µgN/mm3) en los tratamientos P:Fe y
sometidos a deficiencia por Nitrógeno (-N). Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron
diferencias significativas según los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal - Wallis, p = 0.017). Las líneas
verticales en cada barra representan el desvío estándar para cada caso (n=3).

Respuesta morfológica de R. raciborskii bajo condiciones óptimas de nutrientes y fijación de N2

Los filamentos de R. raciborskii fueron rectos y sin vaina mucilaginosa. El ancho de los

organismos no exhibieron variaciones en función de los tratamientos, presentando un valor

promedio de 2.497 ± 0.018 µm para ambos experimentos. Se observó una relación de

proporcionalidad entre el volumen (Tabla A1) y largo de los organismos tanto en condiciones

óptimas de cultivo (Fig. A1) como en deficiencia de nitrógeno (Fig. A2), con coeficientes de

determinación 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 reportó el análisis estadístico sobre el largo de

los organismos.

En el experimento +N, el largo de los organismos aumentó en función de las concentraciones

adicionadas de FeCl3 (Fig. 13, Tabla A2). De esta forma, el tratamiento 1:10 presentó 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 Día 14 se observaron tres grupos

estadísticamente diferentes: a) tratamiento 1:0 (C+) y 1:1 (C-), b) tratamiento 1:2, y c)

tratamientos 1:5 y 1:10 (p ≤ 0.001; Fig. 13, Tabla A2).
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Frente a la deficiencia de nitrógeno, el largo de los filamentos fue más similar entre los

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

finalizar el experimento (Día 14; Fig. 13, Tabla A2). El análisis Kruskal-Wallis y post-hoc Dunn´s

diferenció para el Día 14, tres grupos: a) 1:0 (C+), b) tratamientos 1:1 (C-), 1:5 y 1:10, y c)

tratamiento 1:2 (p ≤ 0.001; Fig. 13, Tabla A2). El menor largo promedio se observó en el grupo

a), mientras que el b) presentó 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 µm,

mientras que para el experimento sin nitrógeno fue 253.90 ± 106.71 µm.

Figura 13. Largo de los filamentos de R. raciborskii durante el transcurso del experimento para cada tratamiento
sometido a condiciones óptimas de nutrientes (+N) y deficiencia de nitrógeno (-N). En negro y rojo se ven los
resultados de la Prueba Dunn´s (Kruskal-Wallis, p ≤ 0.001) para día 5 y 14 respectivamente para cada experimento.
Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron diferencias significativas. Las líneas verticales en cada
barra representan el desvío estándar 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 aumentó en el tiempo (Fig. 14, Tabla A2). De esta forma, en el Día 14, los

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

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

14, Tabla A2).

Figura 14. Abundancia de organismos de R. raciborskii durante el transcurso del experimento para cada
tratamiento sometido a condiciones óptimas de cultivo (panel superior) y ausencia de nitrógeno (panel
inferior). En negro se ven los resultados de la Prueba Dunn´s (Kruskal - Wallis, p = 0.015 y p = 0.023) para día
14 de experimento +N y -N respectivamente. Tanto el día 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 líneas verticales en cada barra representan el desvío
estándar para cada caso (n=3).
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El análisis Kruskal - Wallis realizado en condiciones de disponibilidad de N (+N) para ambos

días, reflejó que para el día 5 no existieron diferencias significativas entre los tratamientos (p =

0.118; Fig. 14, Tabla A2). Mientras que para el día 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 nitrógeno (-N) varió a lo

largo del experimento (Fig. 14, Tabla A2). El tratamiento 1:2 presentó valores mayores de

abundancia en comparación con el resto de los tratamientos para el Día 14, siendo un orden de

magnitud más 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 disminución con respecto al Día 5, obteniendo menor

proporción de filamentos (Fig. 14, Tabla A2). El análisis Kruskal - Wallis y la prueba Dunn´s

realizada para ambos días (5 y 14) no reflejó diferencias significativas para el día 5 (p = 0.106).

Sin embargo, reveló diferencias entre los tratamientos 1:2 y 1:10 para el día 14 (p = 0.023; Fig.

14, Tabla A2).

Los heterocitos presentes en algunos tratamientos fueron cónicos terminales, característicos 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 proporción cambió con el transcurso del tiempo y en función de los tratamientos.

Al final del experimento, 1:0 (C+) presentó una proporción 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 filamento (Fig. 15).

El inicio del experimento en condiciones deficientes por nitrógeno (-N) comenzó 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 días

ya que se observó un aumento en la presencia de 1 heterocito por filamento (Fig. 15). Sin

embargo, para el día 14 el 1:0 (C+) presentó 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 µm para el experimento +N, mientras que para -N fue 6.51 ± 0.56 µm.

Los acinetes fueron ovalados e intercalados entre células vegetativas, presentando un largo y

ancho promedio de 4.08 ± 1.41 µm y 3.29 ± 0.92 µm, 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 nitrógeno.
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Figura 15. Proporción de heterocitos por filamento de R. raciborskii durante el transcurso del experimento
para cada tratamiento sometido a condiciones óptimas de cultivo (panel izquierdo) y sin nitrógeno agregado
(panel derecho) (n=3).
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Discusión

Los resultados de esta tesis muestran el papel fundamental que tiene la disponibilidad de Fe en

el crecimiento y morfología de R. raciborskii, tanto en condiciones óptimas de cultivo (con

disponibilidad de N) como frente a la fijación de nitrógeno atmosférico (en ausencia de N

inorgánico 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 más intenso cuando el

cultivo se encontró estresado por otro nutriente como el N, el efecto de floculación se observó

en las dosis altas y provocó una precipitación rápida de la biomasa. Asimismo, el crecimiento

de R. raciborskii se mantuvo elevado hasta concentraciones de Fe siete veces superiores a las

consideradas como óptimas (medio BG11) solo cuando el N estuvo disponible (+N). El Fe

indujo cambios morfológicos significativos reflejados en mayor abundancia de filamentos más

cortos cuando la concentración de Fe fue menor, mientras que a dosis mayores presentó menor

cantidad de filamentos pero de largos mayores. Estos cambios fueron más notorios en

condiciones de disponibilidad de nitrógeno. De esta forma, el Fe actuó como un micronutriente

que promovió 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 número en las condiciones de mayor estrés por la elevada

concentración de Fe. Mientras que, frente a bajas concentraciones de Fe, la abundancia fue

mayor pero los filamentos presentaron largos más reducidos. Por lo tanto, esta tesis muestra el

efecto complejo que tiene el Fe en el crecimiento de una cianobacteria tóxica, filamentosa,

fijadora de N2, pudiendo actuar como estimulador e inhibidor del crecimiento. Estos resultados

alertan sobre posibles efectos no deseados cuando se busca controlar una floración de

cianobacterias mediante la aplicación de FeCl3 en un cuerpo de agua, lo que podría producir

una selección de organismos tolerantes al floculante, favorecer su dominancia y hasta estimular

su crecimiento a largo plazo.

Influencia del Fe en el crecimiento con disponibilidad óptima de nutrientes

En condiciones óptimas, R. raciborskii exhibió tasas máximas de crecimiento en un amplio

rango de concentraciones de cloruro férrico adicionado. El FeCl3 no limitó el crecimiento de la

cianobacteria sometida a concentraciones desde 32 a 160 µmol Fe L-1 (tratamiento 1:1 (C-), 1:2

y 1:5 respectivamente). De hecho, y en comparación con 1:0 (C+) (tratamiento sin adición de

Fe), la aplicación de Fe en dichas concentraciones benefició el crecimiento de la cianobacteria.

Al igual que Fu et al. (2019), estos resultados sugieren que la presencia de nutrientes que

incluyan la combinación 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 podría 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 concentración fue de 320 µmol Fe L-1, restringió el crecimiento

al punto de desencadenar la floculación y sedimentación de los filamentos que se encontraban

en suspensión. Si bien estas observaciones no son apoyadas completamente por los análisis

estadísticos, los resultados del biovolumen y tasas de crecimiento sí las corroboran.

Las concentraciones de fósforo reactivo soluble (PRS) observadas en este experimento fueron

similares entre sí, aunque significativamente mayores en 1:5 en relación a 1:1 (C-). Si bien

ambos tratamientos presentaron un aumento en la biomasa, 1:5 presentó mayor concentración

de PRS mientras que ésta fue menor en 1:1 (C-). Podría esperarse que a mayor crecimiento,

mayor consumo de fósforo disponible, sin embargo se observó lo contrario indicando que el P

no fue limitante luego de la fase exponencial. A pesar de dichas observaciones, estos

resultados podrían no estar asociados con la biomasa de R. raciborskii desarrollada sino con

las concentraciones de FeCl3 adicionadas. Diferentes investigaciones sugieren que la adición

de FeCl3 a cuerpos de agua podría disminuir las concentraciones de P total y P disponible

(Boers et al., 1992; Gächter & Müller, 2003; Katsev et al., 2006). De esta forma se esperaría

observar una caída progresiva de las concentraciones de PRS al aumentar las dosis de FeCl3.

Dicha disminución sólo se observó en el tratamiento 1:1 (C-), cuya concentración de PRS fue la

más baja. La alta concentración de PRS observada en el tratamiento 1:5 se debe posiblemente

al método utilizado (método de azul de molibdeno) ya que sobreestima la concentración de

fósforo disponible al liberar el fósforo retenido por FeCl3. La cuota de P más baja se presentó en

uno de los tratamientos donde se observó mayor crecimiento (1:2), lo cual podría estar

reflejando la utilización de reservas celulares de P para sostener el crecimiento exponencial

(Isvánovics 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 podría deberse a la presencia del flóculo

de Fe con el P y los organismos en las muestras cuando se homogeneizó cada réplica. Según

Zhang et al. (2017) altas concentraciones de FeCl3 podrían ser tóxicas para las cianobacterias,

lo que llevaría a la autolisis de las mismas y una sobrestimación 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 inhibición en concentraciones de Fe

extremas. Estos resultados cuestionan el uso de FeCl3 como herramienta de mitigación de
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floraciones de cianobacterias en cuerpos de agua eutróficos con concentraciones elevadas de

N, como los de nuestro país (Rodríguez-Gallego, 2011; Bonilla et al., 2015; Aubriot et al., 2017;

Haakonsson et al., 2017). Es evidente la necesidad de estudios detallados sobre dosificación

óptima para cada caso de aplicación, teniendo en cuenta las concentraciones fluctuantes de

nutrientes en el cuerpo de agua.

Influencia del Fe en el crecimiento bajo fijación de N atmosférico

La inhibición de crecimiento de R. raciborskii frente a la deficiencia de nitrógeno reflejada en el

tratamiento 1:5 podría deberse al papel crucial de la fijación de nitrógeno, 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 energía hacia la fijación de N2 frente a la falta de nitrógeno disponible. Sin embargo,

varios estudios en cultivos controlados, han demostrado que la deficiencia por nitrógeno 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 óptimas de cultivo.

Respecto a los nutrientes, el PRS presentó altas concentraciones en tratamientos donde se

observó crecimiento de R. raciborskii y menores concentraciones donde se inhibió. Reflejando

un mayor consumo de fósforo disponible en tratamientos donde el crecimiento fue inhibido, lo

cual podría deberse a la capacidad de esta especie por almacenar fosfato (Isvánovics et al.,

2000) como respuesta al estrés causado por las altas concentraciones de Fe y necesidad de

fijar N2. Bibliografía consultada sugiere que la fijación de nitrógeno requiere una mayor

disponibilidad de fósforo (Stewart & Alexander, 1971; Kenesi et al., 2009) lo que se vincula con

mayores demandas de energía (Simpson & Burris, 1984) y/o mayor síntesis de enzimas que

contienen fósforo en el heterocito (Wolk et al., 1994). Sin embargo, la concentración de fósforo

disuelto fue mayor en condiciones de fijación de N, probablemente debido a la limitación por

nitrógeno y la menor absorción de fosfato (Yema et al., 2016). Las cuotas celulares de P

tuvieron su pico máximo en 1:0 (C+), lo cual podría deberse a que éste presentó un aumento de

biomasa durante los primeros días y decayó 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, presentó su mayor valor

también en 1:0 (C+), posiblemente porque al inicio aumentó su biomasa (y por ende fijó

nitrógeno atmosférico), sin embargo, decayó con el tiempo.
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Este ensayo en condiciones estresantes por N y una aparente mayor demanda de P para la

fijación de N atmosférico, mostró que R. raciborskii fue más 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 podrían potenciar el efecto de las aplicaciones de Fe.

Este resultado puede servir como guía para definir la aplicación de Fe en un período de tiempo

específico 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 morfológica

R. raciborskii presentó filamentos rectos, en ambos experimentos y para todos los tratamientos,

como los observados en diferentes poblaciones de la especie en la región, y en particular en la

cepa MVCC19 (Vidal & Kruk, 2008; Fabre, 2011; Martigani, 2012). Los cambios observados en

la morfología se asociaron al tamaño 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 óptimas de nutrientes, filamentos más largos se asociaron a dosis altas de

FeCl3 (tratamientos 1:5 y 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 inhibición. Esto podría deberse a que los filamentos de R. raciborskii no fueron

sometidos a una limitación por N2, y por ende R. raciborskii presentó tasas de crecimiento

positivas en todos los tratamientos menos 1:10 (donde se observó floculación). Sin embargo, la

abundancia observada en el experimento +N reflejó una relación 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 ó hacia un aumento en la

cantidad de filamentos. El tipo de estrategia podría estar ligado a la concentración de FeCl3
adicionada: a bajas concentraciones de Fe se observaron muchos filamentos cortos

(predominando la estrategia de crecimiento por división), mientras que a altas dosis de Fe los

filamentos presentaron largos mayores, lo que podría deberse a una estrategia de

sobrevivencia de R. raciborskii ante el estrés provocado por la elevada concentración de FeCl3.

La ecuación de Padisak et al. (2003) permite calcular el factor de resistencia de forma (definido

como un número adimensional que expresa cuánto más lento o más rápido se hunde una

partícula en contraste con una esfera de volumen equivalente) phi = 0.0503x + 1.1355, donde x

= L/D (siendo L el largo y D el diámetro del filamento). En el caso del tratamiento 1:10 phi tiene

un valor de 5,568, lo cual indicaría 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 más largos

podrían resistir la sedimentación, mecanismo que permitiría 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 simultáneo en el tratamiento 1:5, ya que presentó 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

disminución del largo de los filamentos respecto al tamaño inicial durante el transcurso del

experimento. Esto podría deberse a que el proceso de fijación de N atmosférico requiere un

gasto de energía extra que llevaría a la disminución en el largo del filamento de manera general

o a que la cantidad de N2 fijada por los heterocitos no sería 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 función de la

disponibilidad de nitrógeno (Kenesi et al., 2009; Sarthou, 2016; Yema et al., 2016). De esta

forma, bajo condiciones de fijación de N atmosférico, existiría una restricción en el largo del

filamento en comparación con condiciones de suficiencia por N2, seguramente debido a que es

posible nutrir pocas células con el nitrógeno fijado a partir de dos heterocitos terminales (Yema

et al., 2016).

La relación entre la abundancia y el largo de los filamentos en el experimento –N fue similar al

experimento +N, ya que el tratamiento 1:2 presentó mayor cantidad de filamentos pero estos

fueron más 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 fijación de N2, donde se

da un aumento en la cantidad de filamentos combinado con largos menores podría reflejar que

la población está 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 fijación de N2 pero con altas dosis de FeCl3, los organismos tienden a ser más largos y

dividirse menos, lo que explicaría las bajas (e incluso negativas) tasas de crecimiento. Como

consecuencia de las altas concentraciones de FeCl3 los organismos tienden a aumentar su

largo para contrarrestar la sedimentación (tal como se vio en el experimento +N), lo que

provocaría una dificultad en la difusión 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 sedimentación expone

dos importantes interpretaciones, por un lado, el papel clave que tiene el Fe en la fijación de N2

ya que permitiría que los organismos mantengan su tamaño (Boyd & Abraham, 2001; Shi et al.,

2012). Por otro lado, podría ser una respuesta de adaptación 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 morfológicas en futuras investigaciones para dilucidar si los cambios morfológicos

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 función radica en fijar nitrógeno atmosférico

gracias al complejo enzimático nitrogenasa (Wolk et al., 1994; Wolk, 2000; Meeks & Elhai,

2002; Golden & Yoon, 2003). Teniendo en cuenta que las cianobacterias requieren más N que

otros nutrientes (Molot et al., 2014), la aparición de estas células especializadas está

relacionada con la disponibilidad de éste nutriente en el medio, ya que su desarrollo aumenta

en condiciones deficientes de N (Branco & Senna, 1994; Padisák, 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 más

heterocitos por filamento podría estar relacionado con la disponibilidad de Fe. Esta observación

se debe a que el 1:0 (C+) del experimento -N presentó filamentos con un heterocito, mientras

que el resto de los tratamientos exhibieron tanto uno como dos por filamento. Situación similar

se observó en el experimento +N, donde el 1:0 (C+) no presentó heterocitos por filamento pero

sí lo hicieron el resto de los tratamientos. De esta forma, la no disponibilidad de Fe podría estar

limitando la formación 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 así 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 formación de células de resistencia expone una nueva

controversia sobre el uso de FeCl3 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 relación entre la aplicación de diferentes

concentraciones de Fe y las tasas de crecimiento, cuotas celulares de nutrientes y morfología

de R. raciborskii bajo condiciones controladas.

En esta investigación 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 observó en la adición de

concentraciones muy elevadas (320 μmolFeL-1, tratamiento 1:10) para ambos experimentos,

con y sin nitrógeno disponible. Sin embargo, se pudo determinar que el Fe actúa como un

estimulador del crecimiento de R. raciborskii dentro de rangos de concentración incluso

mayores a los considerados como óptimos (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 inorgánico 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 óptima para su uso como medida de

mitigación. Este trabajo evidencia la necesidad de contar con información histórica detallada de

las variables fisicoquímicas (entre ellas los nutrientes) y de la comunidad de fitoplancton del

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

Diferentes estudios sugieren que la disminución 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 nitrógeno disuelto disponible y por ende la necesidad de

fijación de nitrógeno atmosférico tuvieron un efecto en el crecimiento de R. raciborskii frente a la

adición de 160 μmolFeL-1 (tratamiento 1:5), ya que a igual concentración, los experimentos

presentaron resultados opuestos.

Tanto el fósforo como el nitrógeno son considerados nutrientes claves que limitan la producción

primaria y biomasa algal (Schindler, 1977; Schindler et al., 2008; Conley et al., 2009; Liu et al.,

2011; Dolman et al., 2012). Sin embargo, dependiendo de la disponibilidad de nutrientes,

accesibilidad a luz y en temperaturas adecuadas, el hierro podría ser el desencadenante de

una floración (Rydin et al., 2002; Gonzalez et al., 2018), en particular de cianobacterias

fijadoras de N atmosférico (Rydin et al., 2002). Esto se debería al papel central que presenta en

33



las redes metabólicas, controlando la distribución de electrones en el complejo fotosintético y la

cadena respiratoria (Rodhe, 1948; Gerloff & Skoog, 1957; Schelske, 1962).

La cianobacteria planctónica Raphidiopsis raciborskii puede adaptarse a diferentes condiciones

ambientales, lo que le otorga una ventaja competitiva frente a otras especies de fitoplancton y

así 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 adaptación a diferentes ambientes con un comportamiento poco predecible, la

comprensión del funcionamiento de los ambientes acuáticos requiere profundizar en el

conocimiento ecofisiológico de especies clave y mejorar la comprensión de los mecanismos

detrás de las floraciones de esta cianobacteria. Los resultados que aquí 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 científica.

Este trabajo se llevó 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, herbivoría, entre otros. Por lo tanto, sería necesario continuar con

investigaciones que contemplen estos factores, así como diferentes escalas, que permitan

extrapolar estos resultados a lo que ocurre en los ecosistemas acuáticos. A su vez, sería

importante continuar evaluando el efecto del Fe ya que, si bien se observó 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 desvío estándar del Volumen de organismos por tratamiento para ambos experimentos
en los días 5 y 14. Dia 0 resultó en un solo valor por experimento (1242.35 ± 510.29 µm3 +N) y (846.08 ± 336.65
µm3 -N).

Día 5 Día 14

+N -N +N -N

1:0 (C+) 670.25 ± 208.12 857.62 ± 300.69 389.84 ± 126.56 331.54 ± 123.80

1:1 (C-) 763.87 ± 296.22 778.14 ± 225.60 493.19 ± 152.85 637.87 ± 170.80

1:2 788.64 ± 304.84 688.94 ± 153.22 673.32 ± 191.15 549.85 ± 164.09

1:5 898.57 ± 337.38 770.54 ± 220.94 917.53 ± 328.42 714.02 ± 248.60

1:10 1063.21 ± 454.58 708.79 ±203.67 108.06 ± 508.90 694.38 ± 242.95

Figura A1. Relación entre volumen y largo de organismos en condiciones óptimas de cultivo (+N), cuyo valor
de r2 fue 0.9993863496
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Figura A2. Relación entre volumen y largo de organismos en condiciones deficientes de nitrógeno (-N), cuyo
valor de r2 fue 0.9986011416

Tabla A2. Valor medio y desvío estándar de la Abundancia (org/ml) y Largo promedio (µm) de organismos por tratamiento para
ambos experimentos en los días 5 y 14.

+N -N

Día 5 Día 14 Día 5 Día 14

Abundancia
(org/ml)

Largo
promedio

(µm)

Abundancia
(org/ml)

Largo
promedio

(µm)

Abundancia
(org/ml)

Largo
promedio

(µm)

Abundancia
(org/ml)

Largo
promedio

(µm)

1:0
(C+)

174500.00 ±
63500.00

136.54 ±
26.04

486250.00 ±
48750.00

79.42 ±
1.25

233000.00 ±
17000.00

174.71 ± 2.91 147678.5 ±
15178.57

67.54 ± 1.00

1:1 (C-) 73884.62 ±
33115.38

159.43 ±
17.07

2110500.00 ±
505500.00

100.47 ±
18.17

272666.67 ±
62043.00

158.52 ±
10.71

432000.00 ±
12000.00

133.54 ±
3.98

1:2 69208.33 ±
23624.04

160.66 ±
14.28

2192000.00 ±
431407.00

137.17 ±
9.30

270000.00 ±
42000.00

140.35 ±
11.25

1460000.00
± 99554.56

112.01 ±
4.11

1:5 48550.00 ±
2950.00

183.06 ±
29.01

432800.00 ±
55200.00

186.92 ±
33.51

249800.00 ±
47800.00

156.97 ± 4.08 163879.63 ±
30481.73

145.46 ±
13.25

1:10 54584.25 ±
20807.65

216.59 ±
13.13

63433.33 ±
1209.68

220.03 ±
11.80

171885.71 ±
23314.29

144.71 ±
11.93

138017.86 ±
15732.14

141.46 ±
8.23
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