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INTRODUCCION

El nitr6geno ga_seoso-.-(NQ constituye aproximadamente el 80%
de la atm6sfera terrestre, pero en esa condicién de gas inerte
no puede ser utilizado por la mayorfia de los organismos.

S6lo algunos microorganismésprocariotas (bacterias y al-
gas azules o cianoficeas) tienen la capacidad de fijar el ni-
tr6geno molecular. La fijacién biol6gica de N, es la conver-
sién enzimdtica de dinitré6geno de la atmésfera a NH3 mediante
la actividad de 1a nitrogenasa. Todos los organismos que fi-
jan N2 contienen esta enzima,cuya estructura no parece diferir
significativamente de una especie fijadora a otra. Ningtn
organismo superior presenta esta capacidad, si bien algunos par

ticipan indirectamente a través del establecimiento de asociaciones

simbioticas obligatorias o asociativas con bacterias o algas azules fija-
doras de NZ'

A diferencia de la mayorfa de las bacterias fijadoras que
necesitan energia exbgena para fijar nitré6geno, las algas azules
convierten fotoautotré6ficamente la energfia solar en la energia
requerida para la fijacién de NZ' Por 1o tanto, su empleo repre
senta la forma mis directa de utilizar energfa solar para incre-
mentar el nitr6geno disponible, de donde derivan sus posibilida-
des agricolas como biofertilizantes y alimenticias como fuente
de proteinas.

Con respecto a su aplicacibén como biofertilizante la expe-
riencia obtenida en los arrozales de la India indica que el agre
gado de algas al suelo (algalizacifn) equivale a fertilizar con
20-30 kg. de N comercial/ha/cosecha; y que en el caso de utili-
zar fertilizantes comerciales, se puede reemplazar un 30% de los
mismos por inoculacién algal, 1o que ya representa una economia



considerable. Si ademds se tiene en cuenta que el precio de estos
fertilizantes estd directamente relacionado con el de los combusti
bles fésiles, todo ahorro en el consumo de nitrbgeno.quimico, sin
afectar la productividad, implicarfa una ventaja significativa en
estos momentos de crisis energética mundial.

Cabe destacar por otra parte, que el costo de los biofertili-
zantes algales no s6lo es considerablemente mids bajo que el de los
productos quimicos sino que ademds aumentan el rendimiento del cul-

tivo por acci6én de las sustancias biolégicamente activas que libe-
ran al medio.

A los efectos de asegurar una mejor implantacién de las al-
gas en el suelo, es de fundamental importancia conocer la flora
algal indigena, composicibn e incidencia relativa de formas Gti
les (fijadoras de NZ)’ sobre todo cuando se requiere reforzar la
flora aut6ctona con especies locales seleccionadas por su eleva-
da capacidad de fijaci6én, o implantarlas en regiones pobres en
formas fitiles.

En base a estas consideraciones, nos pareci6 de interés ini-
ciar en nuestro pafs la seleccibén de algas azules fijadoras N at-
mosférico con miras a su aplicacién en la agricultura como biofer
tilizantes.

El presente trabajo de tesis se realiz6 a partir de cepas
unialgales aisladas por Delia R. de Halperin de arrozales de Ar-
gentina (Entre Rios, Concepcién del Uruguay, 1966) en un medio
selectivo carente de nitrégeno combinado, en el cual se mantimnen
por transplantes sucesivos.

Un requisito indispensable para asegurar fehacientemente la
capacidad de fijar N2 de las algas en estudio, fue medir esta pro-
piedad en condici6én de cultivo axénico. De acuerdo a nuestra ex-
periencia, el método mis eficaz para lograr dicha condicién es 1la
irradiacién con luz ultravioleta (U.V.), pero dadas las propieda-



des mutagénicas de este agente fisico, consideramos oportuno de
terminar estadisticamente si este tratamiento afecta la capaci-
dad de fijar NZ'

La seleccibén de buenas fijadoras se realiz6 a nivel de ce-
pas unialgales y de las correspondientes irradiadas en condicién

axénica.

Este trabajo se llev6 a cabo de acuerdo al siguente plan:
1.- Obtencién de cultivos axénicos a partir de ciang
ficeas en condicién unialgal, aisladas de arrozales de Argentina
en un medio carente de nitrégeno combinado.
a- Irradiacién de las cepas con luz U.V. durante dis

tintos intervalos.

b- Preparaci6én de subcultivos y determinaci6n de su
viabilidad.

c- Controles de pureza para verificar axenidad.

2%- Comparacién de la capacidad de fijar nitr6geno
de las cepas originales, sin irradiacién y de las axénicas (efec-
to de la irradiacién con U.V.).

3.- Seleccién de buenas fijadoras de N2

Para cada cepa estudiada se determinaron los siguientes
parimetros: peso seco de la masa algal inicial y final ( a los
60 dias); pH inicial y final de médio de cultiwo; volumen final
del mismo y N fijado en mg de N/100 ml de medio de cultivo 1i-
bre de N combinado, porcentaje de N de la masa algal y conteni-
do proteico de la misma a los 60 dias.



ANTECEDENTES

1- Cianofficeas fijadoras de nitrbgeno: El estudio de la
fijaci6n de N2 en algas azules (cianoficeas) puede . .dividirse

en tres perfodos (Stewart, 1974).

1.1-Periodo 1889-1953

Desde los primeros estudios sobre la fijaci6én' biolégi-
ca de NZ’ se sefial6 la posibilidad de que las algas realizaran
este proceso. Ya en 1889, Frank afirmé que ellas eran capaces
de aprovechar el nitrégeno del aire. de acuerdo a resultados
obtenidos en suelos que contenfan una mezcla de algas azules y
verdes. A partir de dicha fecha, se logr6 evidenciar esta pro-
piedad en diversas cepas de algas azules, pero los trabajos fue-
ron cuestionados dado que se utilizaron técnidas quimicas ina-
propiadas o cultivos no axénicos, es decir que no quedaba descar-
tada la posihilidad de que los organismos responsables de 1la fija-
cién de NZ,'fueran las bacterias asociadas con las algas. Por o-
tra parte, en muchos casos los resultados fueron negativos debido
a que se intentaba demostrar fijacién de N, en algas no cianofi-
ceas, en particular algas verdes. Actualmente se sabe que las
cianoficeas son las finicas algas que poseen la capacidad de fijar
nitr6geno atmosférico, siendo junto con las bacterias fotosintéti-
cas los dos grupos con especies que ademis de fijar €o,, fijan
N,.

En 1914, Pringsheim disefi6 el primer método que asegura
la obtencién de cultivos puros de algas azules. En estas condi-
ciones, obtuvo algunas Oscillatoriaceae y una especie de Nostoc,
pero no pudo demostrar fijacién de Nz en estos cultivos axénicos.



La prueba definitiva de que algunas especies de algas azu-
les poseen la capacidad de fijar N, se obtuvo en 1928; cuando
Drewes demostré que dos cepas de cianoficeas en cultivo puro (Ana-
baena variabilis y Nostoc punctiforme (1)), fijaban N elemental.

Allison y colaboradores (1930-1937) confirmaron la capacidad
de fijacién de otra cepa con heterocistos(z): Nostoc muscorum aisla-
da del suelo, y obtenida en condici6én axénica mediante 1luz U.V.
Ademds determinaron las condiciones que favorecen la fijaci6n de N,»
entre ellas la aireacién de los cultivos con aire conteniendo 1%

de COZ‘ ’

En 1932, Copeland obtuvo evidencias de fijaci6én de N, en
cepas sin heterocistos provenientes de aguas termales, pero sus
trabajos fueron cuestionados por no ser axénicas.

Las investigaciones de Fritsch y De (1938) y De (1939) de-
mostraron la fijacién de N2 en tres especies de Anabaena aisladas
de suelos de arrozales de la India y fueron los primeros en reco-
nocer la importancia de las algas azules en el economfia del N de
dichos suelos.

Bortels (1940) aisl6 de muestras de suelo, varias cepas de
Nostocaceae pertenecientes a los géneros Nostoc, Anabaena y Cylin-
drospemum  y estudié la influencia del molibdeno (Mo) sobre la ca-
pacidad de fijacién de cepas axénicas y no axénicas. Los valores
de fijacién de NZ obtenidos para los dos Gltimos géneros citados,
en condici6n axénica sin y con agregado de Mo demostraron el re-
querimiento de este elemento para una mayor eficacia en dicho pro-

(1) Los valores de fijacibén de las cepas axénicas mencionadas de
aqui en adelante y que han sido determinados por el método
de Kjeldahl, se consignan en el punto 1.4 de Cianofficeas fi-
jadoras de NZ'

(2) Célula vegetativa diferenciada tfipica de las algas azules,
cuya estructura y funcién se verd mis adelante.



ceso.

En el afio 1940, se suponfia en general, que las algas inter
venian en el proceso de fijaci6én en 2 formas diferentes: directa-
mente, fijando N, e indirectamente, suministrando a las bacterias
fijadoras de NZ’ en especial Azotobacter, los compuestos de carbono
necesarios como fuente de energia para el proceso de fijacién.
Stokes (1940;1941), concluy6 de sus experiencias que el rol indi-
recto es pequefio o inexistente y que las algas azules deben ser
consideradas como participantes directos en la fijacién de N, en

el suelo.

Fogg (1942), observé que la fijacién de N, en Anabaena cylin-
drica, como en otros organismos fijadores, no ocurre en presencia
de un cierto nivel de N combinado. Para la cepa mencionada, la
inhibicién.de 1a fijacién ocurria con una concentracién mayor de
4 ppm de nitrato en el medio de cultivo. Obtuvo resultados com-

parables en una experiencia similar con cloruro de amonio.

En 1946, Hérisset, determiné fijacién de N, en un cultivo
puro de Nostoc muscorum no indicando los métodos utilizados para
verificar la axenidad del mismo.

Se debe a Fogg (1947) la primera resefia sobre la fijacién
de N, por algas azules. Como hasta esa fecha s6lo habfa pruebas
convincentes de dicha capacidad en especies de los géneros Nostoc,
Anabaena, Cylindrospermum y Aulosina, todas pertenecientes a las Nosto-
caceae, se pensd que la fijacién de N, estaria confinada a dicha
familia. El autor indica adem4s las condiciones necesarias, co-
nocidas hasta entonces, para que ocurra fijaci6n de NZ: crecimien-
to activo del cultivo, ausencia de N combinado, presencia de Mo
en el medio y pH relativamente alcalino. Destaca también: 1-que
las algas azules son los organismos autotr6ficos mis complesos
por sintetizar las sustancias biolbgicas necesarias a partir de
COZ’ agua, N, y sales minerales y 2- que el nitr6geno fijado por



ellas puede ser asimilado por organismos no fijadores. Considera
también la importancia de las cianoficeas en los distintos hdbitats
donde residen, especialmente en suelos tropicales.

Al afio siguiente, Virtanem (1948) publicé también una revisién
referida principalmente a la fisiologfa y bioquimica de la fijacién

de NZ'

La primera cita de fijaci6n por una cianofficea ax&nica no
perteneciente a las Nostocaceae, le correspondié a Fogg (1951),
quien demostr6 dicha capacidad en un cultivo de Mastigocladus Lami-
nosus (Stgonemataceae) especie caracterfistica de aguas termales.

Watanabe (1951) y Watanahe et al. (1951) determinaron la
capacidad de fijacién de cuatro cepas axé&nicas: Tolypothrix tenwis
(primera cita de una Secytonemataceae fijadora), Calothrnix brevissima
(primera cita de una Rivulariaceae fijadora),b Anabaenopsis sp. y
Nostoc 4p.

Henriksson (1951), aisl6é en condicién axénica una cepa de
Nostoc del liquen Coflfema tenax determinando su capacidad de fi-
jacién de N,. '

Es decir que a principios de la década del 50 se confirmé
la fijacién de N2 en cultivos axénicos de diversas cianoficeas
heterocisticas mediante técnicas de andlisis de N total (método
de Kjeldahl) y la técnica del JéNj. Esta Gltima fue utilizada
por primera vez por Burris y colaboradores en 1943, en un culti-
vo puro de Nostoc muscorwn. Williams y Burris (1952), utilizaron
también la marcacién con 15y para determinar la capacidad de fi-
jacién en cultivos axénicos de: Calothnix parietina; una cepa ten-
tativamente identificada como Nostoc sp. y Nostoc muscorum. En es-
ta 1ltima especie y con la misma técnica, Magee y Burris (1954)
estudiaron el metabolismo del nitr6geno.

En 1954, Fogg y Wolfe en una extensa revisién sobre el
metabolismo del N en las algas azules, destacaron como carac-



teristica del mismo la flexibilidad de este grupo de algas que pue-
den utilizar para su crecimiento tanto N elemental (Nz), nitratos,

nitritos y amonio, como caseina (N orgdnico). Incluyeron una lista

de especies fijadoras (21 cepas correspondientes a 8 génerosinclui-
dos en las familias N ostocaceae, Rivulariaceae, Scytonemataceae y S{igone-

mateceae).

Vemos pues, que hasta 1954 todas las algas azules fijadoras
correspondian a especies heterocisticas, cuya capacidad de fija-
cién se determiné en condiciones aeré6bicas.

1.2 Periodo 1954-1966

Este perfiodo corresponde a 1la consolidaci6én de los conocimien
tos relacionados con la capacidad de fijacibén de las cianoficeas.
Durante estos afios se confirmé esta pfopiedad en una serie de es-
pecies correspondientes a géneros ya conocidos como fijadores de N2
y de nuevos géneros tales como: Secytonema (Cameron y Fuller, 1960),
Hapalosiphon (Taha, 1963) y Stigonema (Venkataraman, 1961 a), todos
ellos filamentosos con heterocistos.

También se aislaron algas azules endoffticas como -Anabaena
cycadeae de las raices coraloides de Cycas revoluta (Venkataraman
et al., 1964; Goyal y Venkataraman, 1964), y Anabaena azoflae de
Azolla pinnata (Venkataraman, 1962), determindndose en cultivo la
capacidad de fijacién.

Con respecto a especies unicelulares, obviamente no hetero-
cisticas, ya en 1941 Odintzova habia observado que una cianoficea
de este grupo, Gloeocapsa minon fijaba NZ' Por su parte Cameron
y Fuller (1960), habian informado sobre la capacidad de fijacién
de otra unicelular, Chroococeus rufescens, pero ambos resultados
fueron cuestionados por no utilizar cultivos axénicos. En 1962,
Fay y Fogg demostraron que Chlorogloea fristchii cianoficea con-
siderada unicelular (Mitra, 1950) fijaba N2 en cultivo puro 1lo
cual representaba la primera cita fehaciente de una unicelular
fijadora de NZ’ Pero en estudios taxonémicos posteriores se reve-



16 en dicha especie la presencia de heterocistos, reclasificédndo
la como Nostoe fristchii (Mitra) Schwabe et Ayouty (1966). Esta
circunstancia robusteci6é la idea de que en las algas azules 1la
capacidad de fijacibén estaba confinada a las especies heterocis-

ticas.

Ademds de la bfisqueda de nuevas algas fijadoras de NZ, gran
parte del esfuerzo durante este- periodo fue dedicado al estudio
de la fisiologia del grupo, en particular las interrelaciones
entre fotosintesis y fijacién de N2 (Allen, 1956; Fay y Fogg,
1962), el crecimiento heterotr6fico (Kratz y Myers, 1955; Wata-
nabe y Yamamoto, 1967), la fijacién de Nz en oscuridad (Fogg,
1960), la nutricién mineral del grupo (Allen, 1952; Kratz y Myers,
1955) y el rol de los distintos iones sobre la fijacién de N2
(Taha y E1 Refai, 1962). También se logr6 obtener fijacibén de N,
en extractos libres de c&lulas de 5 cepas de algas azules (Schnei-
der et al., 1960).

Fogg en 1956 sefiald que s6lo unos pocos microorganismos,
entre ellos ciertas algas azules, pueden realizar fotosintesis
y fijaci6én de N2 y destac6 la imp&ftancia ecolbfgica de los mismos.
En una revisién posterior (Fogg, 1962) se refiri6 a la distribucibn
en las algas azules de la capacidad de fijar N2 asf como a la bio-
quimica y fisiologia de esta funcién.

También durante estos afios, se destac6é la importancia de
las algas fijadoras de NZ en hibitats naturales. Mitra (1961),
entre otros, consider§ que las algas cumplen un papel preponde-
rante tanto en suelos virgenes como en la recuperacién de N en
suelos tropicales. Varias técnicas se usaron para medir fijacién
de N2 "in situ'": medida de N total (Singh, 1961), anilisis gasomé-
trico (De y Mandal, 1956), aumento en el rendimiento total de la
cosecha (De y Sulaiman, 1950; Watanabe et al., 1951) y la marca-
cifn con 15Nz. Esta iltima técnica aunque mis costosa, es la mis
exacta segln Stewart (1974) y fue utilizada para medir la fijacién
de N2 en lagos, suelos y ambientes marinos.
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Fogg y Stewart en 1965 resumen el estado de los conocimien
tos al finalizar este periodo indicando que 'la investigacibn de
los mecanismos del proceso (fijacién de NZ) ha progresado en for
ma lenta y sorprendentemente se obtuvo poca informacién cuantita
tiva acerca de las velocidades de fijacién en ambientes natura-

les."

13 Estudios recientes: 1967-1980

A partir de 1967 se avanz6 ripidamente en el conocimiento
de las algas fijadoras de NZ‘ Esto se debié no s6lo a un mayor
esfuerzo en 1la invpstigaci6n por fisiblogos, bioquimicos, ecélo-
gos y microscopistas electrénicos sino también a mejores métodos
de laboratorio tanto para el cultivo de algas en condici6én axéni
ca como a nuevas técnicas para la medicibén de la fijacidén de N,.

El avance metodol6gico mis importante, se basé en el des-
cubrimiento de que la enzima nitrogenasa reduce acetileno a eti-
leno. Stewart et al. (1968), aplicaron por primera vez en algas
azules esta técnica de reduccibn del acetileno tanto en labora-
torio com'"in situ'". Cabe destacar por otra parte, que ella ha
favorecido notablemente la creciente comprensibén del proceso de
fijacién N2°

Al comienzo de este periodo se conocian mds de 40 especies
(Stewart, 1970) y cerca de 90 cepas (Laporte y Pourriot, 1967)
de algas azules heterocisticas fijadoras de N2 en condicién axé-
nica, en aerobiosis. La capacidad de fijar nitrégeno atmosféri-
co parecia estar correlacionada Ginicamente con la presencia de
heterocistos, tanto es asi que en 1968 Fay et al. consideran al
heterocisto como el Gnico sitio probable de fijacibn de N,.

Sin embargo, este concepto fue prontamente reconsiderado
a la luz de los trabajos de Wyatt y Silvey (1969), quienes in-
formaron que una cepa unicelular axénica de GlLoeocapsa alpicola
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(795) reducia acetileno a etileno, en aerobiosis. Este mismo afio
se demostr6 positivamente que el heterocisto es asiento de la fi-
jacién de NZ(Stewart et al., 1969).

Luego del descubrimiento de Wyatt y Silvey, hubo opiniones
opuestas al concepto de Fay y Stewart como las de Ohmori y Hatto-
ri (1971), para quienes todas las algas azules tienen nitrogenasa
Y los heterocistos no estédn relacionados con la fijaci6én de NZ'

A partir del afio 1971, diversos investigadores informaron
sobre 1la fijacién de N2 por cianoficeas unicelulares. Asi, Rippka
et al. en 1971 probaron la capacidad de fijaci6én de 20 cepas axé-
nicas de Chroococcaceae en condicién aer6bica y en un medio sin
N combinado, de las cuales solamente GLoeocapsa alpicola (N2 6501)
mostr6 un buen crecimiento, siendo mantenida a través de repetidos
transplantes en el mismo medio. Dado que esta cepa junto con la
de Wyatt y Silvey (l.c.) eran las Gnicas algas unicelulares cono-
cidas que mostraban actividad de nitrogenasa, Rippka y colabora-
dores concluyeron que la fijacién aerébica de Nz, por algas unice-
lulares, era de rara ocurrencia.

Posteriormente se prob6 que otras 3 cepas axénicas per-
tenecientes a ese mismo género, eran fijadoras de N2 en condicio-
nes aer6bicas (Rippka y Stanier, 1976 seglin Stanier y Cohen-Bazi-
re,1977).

Singh (1973, 1977), demostr6 la capacidad de fijar N2 en
condicién aer6bica de dos cepas de Aphanothece: Aphanothece pa-
LLida y Aphanothece castagnel aisladas de arrozales de la India.

Por nuestra parte (Halperin et al., 1977), hemos observado
que un cultivo axénico de Aphanothece stagnina aislada de arroza-
les de Argentina, crece continuamente en un medio libre de N com-
binado bajo condiciones aerébicas.

En resumen, la fijaci6én de N2 aer6bica por algas azules
unicelulares fue demostrada para 5 cepas de GLoeocapsa y para 3
cepas de Aphanothece.
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Ademfis, Rippka y Stanier (l.c.) encontraron que s6lo 3 de
las 51 cepas de Chwococeaceae probadas producen nitrogenasa anae-
rébicamente excluyendo las cepas de Gloeocapsa que fijan N2 aer6-

bicamente.

Es decir, que de 59 cepas de Chroococcaceae probadas, 8 fijan
en condiciones aerdbicas y s6lo 3 en anaerobiosis, de lo cual
puede concluirse que la fijacién de N2 en las unicelulares pare-
ce estas confinada a un grupo reducido.

Las algas azules son microorganismos caracteristicamente
fotoaut6trofos que liberan oxigeno molecular durante la fotosin-

tesis.

Stewart y Pearson (1970) observaron que si el 0 libre se
acumula en altas concentraciones puede inhibir procesos metabd-
licos importantes tales como la fotosintesis, fijacién N2 y res-
piracién. Esto no parece deberse s6lo a un efecto sobre la fi-
jacién de N, ya que altos niveles de pO2 inhiben el metabolismo
de una especie no fijadora de Nz(WwAmaunm)y también de una fi-
jadora, ( Anabaena §Los-aquae) cuando crecen en un medio con N com-
binado. Anabaena §Los-aquae podia fijar N_ a mayores velocida-
des si los cultivos crecian anaerfbica o microaer6bicamente (3)
con respecto a los cultivos aer6bicos. Si bien la razén de es-
ta diferencia es incierta, una posibilidad es que las células
vegetativas puedan producir nitrogenasa activa s6lo en condi-
ciones microaer6bicas o anaerbbicas (Smith y Evans, 1970). De-
bido a la controversia sobre las técnicas para separar células
vegetativas y heterocistos de un mismo cultivo, Stewart y Lex

(3)- E1 término microaer6bico fue usado por Stewart y Pearson
(1970) en el caso de cultivos insuflados con una mezcla
de gases que no contiene 02, pero que lo producen como re
sultado de la fotosintesis.
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(1970) decidieron usar una cianoficea filamentosa sin heterocis-
tos para probar si desarrollaba nitrogenasa en sus células vege-
tativas bajo condiciones microaer6bicas. Eligieron PLectonema
boryanum (0sciflatoniaceae) la cual presenta falsas ramificacio-
nes, caracteristica de muchas algas fijadoras de N, con hetero-
cistos. Encontraron que desarrollaba actividad de nitrogenasa
bajo condiciones anaerébicas pero no en los cultivos burbujeados
con aire. Tales resultados probaron que las células vegetativas
de P. boryanum tienen nitrogenasa, activa bajo condiciones ana-
er6bicas o microaerébicas pero no en aire. Aunque estos resulta
dos no demostraron la presencia de nitrogenasa activa en las cé-
lulas vegetativas de las algas con heterocistos, permitieron re-
velar la existencia de un grupo de algas fijadoras de N2 seme-
jantes a las bacterias fotosintéticas, dado que son capaces de
fijar N, bajo condiciones anaer6bicas pero no en aerobiosis.

Desde sntonces, otras algas filamentosas sin heterocistos
han sido confirmadas como fijadoras de N, Gnicamente en anaero-
biosis. Con estas caracteristicas, se han encontrado 22 de 42
O0scillatoriaceae y 18 de 29 Pleurocapsales examimdas (Rippka y
Stanier 1976, segln Stanier y Cohen-Bazire, 1977).

Los descubrimientos de fijacién de N, por ciertas formas
sin heterocistos s6lo bajo condiciones anaer6bicas, son también
de interés desde un punto:de vista ecolégico. Como Stewart y
Pearson (1l.c.) sefialaron, las algas azules son caracteristicas
de muchos h&dbitats donde pueden prevalecer condiciones reducto-
ras o de bajas tensiones de 92, por ejemplo: campos de arroz
inundados, regiones de aguas termales, pantanos salobres, etc.



-14-

En resumen, si bien desde 1889 se sospechaba que las algas
fuesen fijadoras de Ny, la prueba definitiva la obtuvo Drewes en
1928. A partir de esta fecha, muchos estudios se encaminaron a
demostrar esta capacidad en el mayor nfmero posible de especies.
Con respecto a la distribucién de esta propiedad, hasta 1953 to-
das las algas azules fijadoras conocidas pertenecian a especies
heterocisticas cuya capacidad de fijacién se determiné en con-
dici6én aeré6bica.

En el periodo comprendido entre 1954 y 1966, ademids de la
bisqueda de nuevas especies fijadoras, gran parte del esfuerzo
de los investigadores estuvo dedicado al estudio de la fisiolo-
gia de este grupo de algas. Pero, con respecto a las especies
capaces de fijar N atmosférico se seguia considerando que esta
propiedad estaba correlacionada Gnicamente con la presencia de
heterocistos (Fay et al., 1968; Stewart et al., 1969). Las de-
terminaciones se hicieron s6lo en aerobiosis,

A partir de 1968 se avanz6 muy ripidamente en el conoci-
miento de la fijacién de Nz,debido en gran parte a la utiliza-
ci6én de la técnica de reduccifn del acetileno a etileno en el

estudio de este proceso en las algas azules (Stewart et al., 1969.

Wyatt y Silvey en 1969 descubrieron la primera cepa unicelular
axénica fijadora de N, en aerobiosis y Stewart y Lex en 1970, la
primera filamentosa no heterocistica, la cual fijaba bajo condi-
ciones deanaerobiosis o microaerobiosis. ‘Estos trabajos conduje-
ron a una serie de estudios para determinar la posible capacidad
de numerosas especies pertenencientes a ambos grupos (unicelula-
res y filamentosas sin heterocistos) en condiciones aerbbicas

y anaer6bicas.

Hasta la fecha, se conocen mis de 100 especies fijadoras
de N2 (filamentosas con heterocistos, filamentosas no heterocis-
ticas y unicelulares). Ademis, se lograron grandes avances en el
conocimiento de la bioquimica del proceso de fijaci6én, sobre to-
do a nivel del heterocisto (Haselkorn, 1978, Haselkorn et al.,
1980; Wolk, 1980).
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1.4 N6mina de cianoficeas axénicas fijadoras de N2

La lista que se presenta a continuacién, de acuerdo a la
informaci6én bibliografica, consigna la capacidad de fijacién de
cepas axénicas de cianoficeas determinada por la técnica de Kjel-
dahl, técnica que hemos utilizado en el presente trabajo.
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ESPECIES

NOSTOCALES
NOSTOCACEAE

[

Anabaena azolflae
Anabaena cycadeae
Anabaena cylindrica
Anabaena cylindrnica

Anabaena §Los-aquae

Anabaena gelatinécola

Anabaena gelatinosa
Anabaena halensis
Anabaena humicola
Anabaena £evanderni
Anabaena naviculoides
Anabaena spirnoddes
Anabaena torulosa
Anabaena variabilis
Anabaena variabifis
Anabaena variabilis
Anabaena variabilis
Anabaena varniabilis
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N FIJADO
(mg)

3,49

3,11

1,56
17,5

1,47
3,5

4,75 y 7,45
6y 8,45

2,65

10,2 y 18,15

2,4 y 2,64
4,1

8,4 y 12,2
27

2,75

Anabaenopsis circubarnis 2,12

Anabaenopsis sp.

Cylindrnospermum maius

3,4

8,65 y 10,95

Cylindrosperumum sphaerica 3,92

MEDIO MINE-
RAL (ml)

100
100
100
100

50
100
100
100

100

100
250
100
100
1000
100
100
100
100

75

TIEMPO
(dias)

30
15
50
20

50
60
31
. n

60

60
60
60
60
15
35
60
60
60
55

AUTORES

Venkataraman, 1962.
Venkararaman -et al.
1964.

Fogg, 1942.

Fogg, 1951.

Davis et al.,1966

Taha y E1 Refai, 1963
De, 1939.
Bortels, 1940 M0 ;+Mo)
Bortels, 1940 Mo ;+Mo)
Cameron y Fuller, 1960
De, 1939
Cameron y Fuller, 190
Bortels, 1940 Mo ;+Mo)
Drewes, 1928 (nedioly2)
De, 1939
Bortels, 1940 Mo ; +Mo)
Taha, 1963
Singh, 1979
Watanabe, 1959 a
Watanabe, 1951 (+gluco-
sa)
Bortels, 1940(-Mo ; +Mo)

Venkataraman et al.,
1959.
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N FIJADO MEDIO MI-  TIEMPO
ESPECIES (mg) NERAL (ml)  (dfas) AUTORES
* Nodularnia harveyana 1,33 100 45 Tiwari y Pandey, 1976
+ N'ouoc commune 1,8 50 28 Taha y El Refai,1962
* Nostoc commune 1,7 50 50 Taha y E1 Refai, 1963
* N.(ChLonogloea) fritschii 9,49 400 30 Fay y Fogg, 1962
* Nostoc muscorum 10 100 45 Allison et al.,1937
* Nostoc muscorum 1,30 50 50 Taha y E1 Refai,1963
® Noatoc punctifonme 2,98 y 2 250 60 Drewes, 1928 (medioly2)
* Nostoc sp. 3,1 100 60 Watanabe, 1951 (+glucosa)
* Nostoc sp. 1,07 100 60 Watanabe, 1959 a
*  Noatoc ap. Henriksson, 1951
® Nostoc ap. Cameron y Fuller,1960.
+ Wollea bharadwajae 2,8 50 20 Singh, P.K.,1976
RIVULARTACEAE
* Calothnix brevissima 5,2 100 60 Watanabe, 1951(+glucos3
* Calothnix brevissima 3,4 100 60 Watanabe, 1959 a
* Calothnix elenkinid 57 1000 15 Taha, 1963
+ Gloeotrichia &p. 2,87 50 25 Pattnaik y Singh, 1978
SCYTONEMATACEAE
° Scytonema archangelli Cameron y Fuller, 1960
° Scytonema ho§manni Cameron y Fuller,1960
* Tolypothnix tenwis 9,6 100 60 Watanabe, 1951 (+glucosa)
* Tolypothnix tenuds 5,2 100 60 Watanabe, 1959 a
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N FIJADO
ESPECIES (mg)
STIGONEMATALES
STIGONEMATACEAE

* Fischerella muscicola 0,212
* Hapalosiphon §ontinalis 22

* H., welwitschil

* Matigocladus Laminosus 2,48

* Stigonema dendroideum 3,24

* Westiolopsis prolifica 13,75

CHROOCCALES
CHROOCCOCACEAE

+ Aphanothece castagnel 1,5
+ Aphanothece pallida 2
* Aphanothece stagnina 5,065

MEDIO MI-
NERAL (mD

10
1000

100
100
500

50
50
100

TIEMPO
(dias)

30-

25
60

90
15

20

20
30

35

AUTORES

Pankaw, 1964

Taha, 1963

Bharati y Bongale, 1976
Fogg, 1951
Venkataraman, 1961 a

Pattnaik, 1966

Singh, 1977
Singh, 1973; 1977
Halperin et al,,1977

* Purificada con U.V,
° Purificada por otro método
+ No cita el método de purificaci6n

No se consignan los valores de fijaci6én expresados por los autores en otras unidades
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2- Bioquimica de la fijacién de N2

2.1 Filamentosas con heterocistos

El heterocisto es una célula vegetativa especializada, ca-
racteristica de las familias Nostocaceae, Rivulariaceae, Scytone-

mataceae y Stigonemataceae.

A pesar de la amplia distribuci6én de las algas azules con
heterocistos, hasta hace poco tiempo, se desconocfa la funcién
de estas células diferenciadas. En 1950, Fritsch (Seg@n Fay,
1973) las consideré un enigma botinico. Se le atribuyeron diver
sas funciones (Wolk, 1966; Stewart, 1972), pero recién en 1968,
Fay y colaboradores presentaron una hip6tesis coherente para la
funcién del heterocisto, apoyada por una serie de evidencias
circunstanciales, segin las cuales podria ser el sitio de fija-
ci6én del nitr6geno atmbésferico. Las primeras pruebas positivas
al respecto fueron dadas por Stewart y colaboradores en 1969.

Actualmente se conocen més de 50 especies de cianoficeas
con heterocistos,que fijan N, fundamentalmente en aerobiosis
(Stewart, 1973). Los requerimientos conocidos para la fijacién
de N, son comunes para todos los organismos fijadores: nitrogena
sa, ATP, poder reductor y un ambiente anaerobio o bien algfin
mecanismo o estructura que proteja la nitrogenasa de la accibn
del 0,, dado que esta enzima es O, 14bil. Es decir que el he-
torocisto debe poseer caracteristicas particulares para poder
fijar N2 en aerobiosis. Como veremos, se trata de una célula
altamente especializada, morfol6gica, fisiol6gica y bioquimi-

camente, para dicho proceso.

2.1.1, Estrucutra del heterocisto

Morfol6gicamente, el heterocisto difiere de la célula ve-
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getativa que le da origen en 5 puntos principales: 1-sus conexio-
nes con las células vecinas son mucho menos extensas que las que
muestran las células vegetativas entre si; 2- esti rodeado por una
gruesa envoltura; 3-contiene en los polos grandes tapones de un
material bastante homogéneo; 4- la disposicién de los tilacoides

es peculiar y 5-tiene mucho menos material 'huclear', o tal vez
ninguno (Fig. 1).

El septo que separa el heterocisto de la c&lula vegetativa
estd atravesado por un conjunto de perforaciones llamadas micro-
plasmodesmos que parecen conectar los citoplasmas ge las dos cé-
lulas (Lang y Fay, 1971). Los canales son de 400 A de largo y
de 50 R de diidmetro aproximadamente. Se sabe muy poco acerca
de su estructura, nimero preciso, composici6én y aGin si todos son
idénticos. Los microplasmodesmos son muy importantes puesto que
deben estar intimamente relacionados con las bombas que controlan
el transporte de sustancias entre el heterocisto y la célula ve-
getativa (Haselkorn, 1978).

La cubierta o envoltura que rodea al heterocisto tiene tres
capas externas a la pared celular que se interrumpen a nivel de
los polos (Lang y Fay, 1971). La primera que aparece durante la
diferenciacién,cuya composicién alGn no se conoce,es llamada '"capa
fibrosa'" debido a su apariencia en las secciones tefiidas y fijadas
(Lang y Fay, l.c.). La segunda o intermedia es la 'capa homogénea"
y estd compuesta por polisacdridos (Cardemil y Wolk, 1976, segfln
Haselkorn, 1978). La '"capa laminada', m4s interna, es la Gltima
en agregarse. Tiene una composicién quimica inusual dado que es-
td compuesta enteramente de glicolipidos que se encuentran Gnica-
mente en el heterocisto (Lambein y Wolk, 1973). Es probable que es-
ta capa laminada sea impermeable al agua, iones, solutos hidrofili-
cos neutros y posiblemente a los gases disueltos (NZ’ 0,5, COZ)’
aunque estas propiedades aGn no han sido medidas (Haselkorn, 1978,
1980).
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Fig. 1- Diagrama esquemitico de parte de un heterocisto maduro,
mostrando la conexién polar con la célula vegetativa ad
yacente (arriba) a través de una serie de finos poros.
GP, granulo polar de cianoficina; CF, capa fibrosa; CH,
capa homogénea; CL, capa laminada de la envoltura del he
terocisto .(Stanier y Cohen-Bazire, 1977).
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Los heterocistos intercalares contienen dos grénulos pola-
res y los terminales uno (Fay, 1973)..Lang y Fisher, 1969 (segtn
Lang y Fay, 1. c) consideraron que estarian compuestos por ciano-
ficina,sustancia de reserva constituida por copolimetros-de argi-
nina y 8cido aspiartico (Simon, 1971),si bien Haselkorn en 1978 sefial
que estos tapones alin no han sido purificados.

La reorganizacién de los tilacoides durante la diferencia-
cién de los heterocistos ha sido descripta sobre la base de es-
tudios de microscopia electr6nica (Lang y Fay, 1971). Durante
los primeros estadios de diferenciacién, se han observado pocos
cambios tanto en cantidad como en disposici6én de los tilacoides
(Wildon y Mercer, 1963; Lang y Fay, l.c.). Luego de la disposi-
ci6én de la envoltura de 3 capas, aparecen configuraciones tila-
coidales reticuladas (Wildon y Mercer, l.c.; Lang y Fay, 1l.c.),
observindose ademds un incremento pronunciado en la cantidad de
membranas en el heterocisto maduro, una sintesis ''de novo' de
membranas asi como una posible reorganizacién de tilacoides pre-
existentes (Lang y Fay, 1.c.). En el heterocisto madure usual-
mente se observa una cierta polarizacién del sistema de membra-
nas acompafiado por un mayor enrollamiento de los tilacoides
(Grilli, 1964 segGn Fay, 1973). Los tilacoides de los hetero-
cistos no tienen ficobilisomas(4) asociados (Fay, 1969 segin
Lang y Fay, 1l.c.). Fig. 1. Alberte et al..(1980), han demostra
do que 1la unidad fotosintética(s)se modifica durante la diferen
ciacién del heterocisto para asi poder suplir los requerimientos
energéticos especiales de estas células fijadoras de N,.

(4)- Organelas de localizaci6én extratilacoidal que contienen fico-
biliproteinas, presentes en las células vegetativas, (Chapman,
1973; Stanier y Cohen-Bazire, 1977).

(5)- NGmero minimo de pigmentos necesarios para llevar a cabo las
reacciones fotoquimicas, la evolucién de O, y el transporte
electrénico fotosintético(ficobilipigmentog, clorofila a co-
lectora de luz y centros de reaccién fotoquimicos).
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Los heterocistos maduros carecen de inclusiones(gitoplas-
miticas tales como cuerpos poliédricos o carboxisomas ), granu
los de polifosfato, de cianoficina, etc. (Lang y Fay, l.c.).

Las células vegetativas tienen tipicas regiones ''nucleddes"
procarifticas que en las microfotografias electrfnicas aparecen
como fibrillas. Tales fibrillas no son visibles en el heterocis-
to, lo que sugiere que puede carecer de DNA. Ademis, los hetero-
cistos muestran una reducida absorcién al U.V. y, cuando aislados,
la relacién DNA/célula es mucho menor que la de las vegetativas
(Fogg, 1951, segin Haselkorn, 1978).

2.1.2, Bioquimica de los heterocistos

a) Actividades fotosintéticas

Las c&lulas vegetativas de las cianoficeas tienen, ¢omo
las del clorénquima de las plantas superiores, dos fotosiste-
mas (Krogmann, 1973; Tel-Or y Stewart, 1977). El flujo de elec-
trones se muestra en la Fig. 2.

En el heterocisto el fotosistema II (FS II) es inactivo
(Donze et al, 1972) debido a 1la pérdida parcial o total de los
pigmentos accesorios, en especial ficobilinas (no tienen ficobi-
lisomas), de clorofila a 670 y fundamentalmente a una deficien-
cia del i6n an+ el cual es indispensable para que se produzca

(6)- Organelas compuestas
: S por moléculas estrechamente empaque-
tadas de ribulosa 1-§ difosfato carboxilasa, enzima respgngable

de la fijacié i i :
pentosasJﬁo;f:tgg,coz via ciclo de Calvin (vfa reductiva de las
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la fot6lisis del agua (Tel-Or y Stewart, 1975,1977). Es decir
que en el curso de su diferenciaci6n a partir de una célula ve
getativa, el heterocisto ha sufrido una lesién bioquimica que
condujo a la inactivacién del F S II. Los heterocistos por lo
tanto, no liberan 02, lo cual les permite mantener condiciones
anaer6bicas o de muy baja tensién del 02 a lo cual contribuye
también la gruesa envoltura externa. Los resultados de Singh
(1976) de que mutantes con formacidén incompleta de dicha envol-
tura no crecieron en un medio sin N ni fijaron N,, podrian ser
considerados como una prueba indirecta de la impermeabilidad
de las envolturas agregadas del heterocisto con respecto al 0,.

Es decir que una cianoficea heterocistae creciendo en aerobiosis
tiene células diferenciadas que permanecen pricticamente en con-

dicién anaerébbica.

Dado que el F S II es inoperante, el fotosistema I (F.S.I),
a través de una cadena de transferencia de e acortada, fosforila
ADP en forma ciclica (fotofosforilacién ciclica). Es decir, que
en la luz tiene un mecanismo eficiente de producci6én de la ener-
gia necesaria para la fijacién. Se ha visto que el ATP producido
por dicho proceso es suficiente como para sustentar las miximas
velocidades de fijacién. En la oscuridad también se produce fi-
jacién de N2 pero a velocidades mucho menores y en este caso el
ATP provendria de fosforilacién oxidativa. Ademis se ha visto
que la fosforilacién a nivel de sustrato es poco importante co-
mo fuente de ATP (Stewart, 1976; Bottomley y Stewart, 1977).

b) Metabolismo del Carbono

E1l heterocisto no puede fijar co,, debido a una segunda lesién

bioquimica: no posee actividad de ribulosa 1-5 difosfato (RuDP)
carboxilasa, enzima clave del ciclo de Calvin. Esto estd corre-
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lacionado con la ausencia en dichas células, de cuerpos polié-
dricos o carboxisomas (Stewart y Codd, 1975).

Se ha comprobado, por experiencias de marcacién, que las
células vegetativas vecinas proveen al heterocisto el C fijado
necesario (Wolk,1968), estando un 60% del mismo bajo la forma
del disadirido maltosa o bien sacarosa y en menor proporcién co-
mo glutamato (Haselkorn, 1978, 1980; Wolk, 1980).

c) Fuente de poder reductor

Se considera actualmente que la ferredoxina (Fd) es el com
puesto que cede electrones para reducir a la nitrogenasa. Dado
que en el heterocisto no ocurre fot6lisis del agua, no hay foto-
reduccién directa del N, por los electrones generados en dicho
proceso. Las fuentes de poder reductor en el heterocisto, tan-
to en luz como en oscuridad, son los compuestos carbonados trans-
portados desde las c€lulas vegetativas vecinas. AGn no estén
totalmente aclaradas las rutas que siguen los electrones, dentro
del heterocisto, desde los compuestos carbonados hasta la nitro-
genasa. Si bien hay varias teorfas, una de las que refine mayores
evidencias "in vivo'" ha sido propuesta por Apte, Rowell y Stewart
(1978) y es la siguiente: en los heterocistos se ha observado
que las actividades de hexoquinasa, glucosa 6 fosfato deshidro-
genasa (Glu 6 P desh.) y de 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6 P gluec desh.) son mayores que en las células vegetativas
(Winkenbach y Wolk, 1973). Estas enzimas intervienen en la

via oxidativa de las pentosas fosfato en los pasos que siguen:
glucosa (glu) _hexoquinosa | glucosa 6 fosfato glu 6 P desh. |

DPH., /
6 fosfoglucénico _6 P_gluc. desh. .| Ribulosa 5 fostato.?

NADPH ¢ ,
El nicotinamin adenin“dinucle6tido reducido (NADPHZ) pue-

de ser usado para reducir la Fd, que como dijimos se considera
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el donante de electrones mis probable para la
entrar en la cadena respiratoria. La glu 6 P
6 P gluconato deshidrogemsa son fotoinhibidas
getativas o sea que actGan en oscuridad, pero
Apte,Rowell y Stewart (l.c.) han visto que la

nitrogenasa, o bien
deshidrogenasa y la
en las células ve-
en los heterocistos
glu 6 P deshidrogena

sa no es inhibida por la luz o sea que produce NADPH2 en luz vy

oscuridad.

En los heterocistos, la Fd-NADP oxidorreductasa (enzima re-
versible) puede transferir los electrones de‘lNADPH2 a la Fd tanto
en luz como en oscuridad, a diferencia de la de las células vege-
tativas que s6lo realiza este camino inverso en la oscuridad, ya
que su funcién normal es producir NADPH2 para reducir COZ' Asi
el heterocisto obtiene Fd reducida para reducir a su vez a la ni-

trogenasa.

2
) ATP
FOTOFOSFOR I LACION
CICLICA
CADENA FOTOSINTETICA DE TRANSPORTE '9 be-
DE ELECTRONES
Fd- NADP
0X IDOREDUC TASA .
e
6lucosa-6-p—Glucosa-6-P —> NADPH 3

deshidrogenasa

Fig. 3- Una via de produccién de ferredoxina reducida para la
nitrogenasa, en heterocistos de Anabaena cyflindrica (Stewart,

Rowell y Apte, 1977 seglGn Stewart, 1977).
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d) Metabolismo del nitr6geno

Los heterocistos maduros difieren de las células vegetati-
vas con respecto al metabolismo del nitrégeno en 3 puntos impor-
tantes: 1- poseen nitrogenasa; 2- contienen niveles altos de glu
tamin sintetasa (G.S.) y 3- carecen o poseen niveles muy bajos
de glutamina oxoglutarato amido transferasa (GOGAT) o glutamato
sintetasa.

En experiencias con nitr6geno marcado se ha visto que la asi-
milaci6én de NH; en el filamento completo es via GS/GOGAT. Ademis
se ha comprobado que el heterocisto exporta el nitr6geno fijado
como glutamina e importa glutamato (Haselkorn 1978). Es decir:

N2 — 2 NH3——————9glutamina-—————oglutamato———eotros aminodcidos
Nzasa Gs GOGAT
L—— HETEROCISTO —) L CELULA VEGETATIVA ——

Haselkorn (1978, 1980) ha propuesto un modelo del flujo
de carbono desde la célula vegetativa hacia el heterocisto y del
flujo de nitr6geno desde el heterocisto a la célula vegetativa,
que resume los conocimientos actuales de la bioquimica de la fi-
jacién de N2 en el heterocisto, esquematizado en la Fig. 4.

En las cé&lulas vegetativas el nitr6geno fijado previamen-
te en el heterocisto es usado en el metabolismo celular general,
o excretado, o almacenado como ficobiliproteians, ficocianina,

o grénulos estructurados o de cianoficina (Stewart, 1976).

2.2 Unicelulares y filamentosas sin heterocistos

Se sabe muy poco acerca de la bioquimica de la fijacién

de N, en estos dos grupos de cianofficeas.

Con respecto a las unicelulares fijadoras en aerobiosis
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algunos autores considera, dada la morfologia de estas cepas,
que el mucflago o las vainas puden disminuir la tensién de 0,
permitiendo la actividad de nitrogenasa. Ademids en el caso
especial de GLoeocapsa, Stewart (1974) considerd la posibilidad
de una eficiente compartimentalizacifén a nivel celular como pa-
ra mantener separados el sistema que libera Oz y el que fija N2
Para Stanier y Cohen-Bazire (1977) en cambio, el mecanismo de

proteccibén de la enzima es ain desconocido.

En el caso de las filamentosas sin heterocistos y en con-
dici6én aerébica, se conoce una sola especie, Taichodesmium enry-
thraeum (= Oscillatonia erythraea) agente de floraciones mari-
nas que puede fijar N2 (Carpenter y Price, 1976; Bryceson y Fay,
1981). Dado que los tricomas se disponen en haces, estos auto-
res consideran que las células diferenciadas del centro del haz
aparentemente no producen 0, vy serfan las responsables de la fi-
jacién de N, observada "in situ'". Sin embargo Stanier y Cohen-
Bazire (l.c.) sefialan que como este organismo no ha sido afin ob-
tenido en cultivo, estos resultados '"in situ" serfian solamente

presuntivos,

Actualmente se considera que la fijaci6én de nitrégeno at-
mosférico en las cianoficeas es de 2 tipos: anaerfbica y aerébi-

ca.

En condiciones anaer6bicas es llevada a cabo por algunas
cepas unicelulares y por varias filamentosas sin y con hetero-
cistos. En estas GG1timas es posible, pem aGn no ha sido compro-
bado, que la nitrogenasa esté localizada en todas las cé&lulas
(Haselkorn et al., 1980).

En aerobiosis unas pocas unicelulares y aproximadamente
todas las filamentosas con heterocistos pueden fijar NZ' En este
Gltimo caso la nitrogenasa esti confinada a los heterocistos(Wolk,

1980).
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3- Importancia agricola de las algas azules

La importancia agricola de las algas azules reside en que
éstas pueden usarse como biofertilizantes, debido principalmente
a la capacidad de algunas especies de fijar N2 ademds de sinteti-
zar sustancias orgénicas.

Cuando se utilizan fertilizantes inorginicos, uno de los
requisitos importantes es la adecuada suplementacién con materia
orgdnica a fin de evitar el desbalance nutricional del suelo. En
cambio,la incorporacién de algas seleccionadas, proceso denomina-
do algalizacibén por Venkataraman en 1961 (segGn Venkataraman, 1966),
no solo aumenta el nivel de N de los suelos por el process de fi-
jacién de N2 sino que también preovee materia orgdnica. La algali-
zaci6n presenta ademis otras ventajas con respecto a los fertili-
zantes comerciales. Asi, el abono quimico nutre solamente una co-
secha en tanto que la poblacién algal seleccionada una vez implan-
tada en el suelo continia su actividad afio tras afio. Ademis otros
efectos benéficos del agregado algal, son: liberaci6én de oxigeno,
necesario para la aireacién de las raices y la oxidaci6n de sulfu-
ros (Jacq y Roger, 1977); prevenci6én del lavado y pérdida de amonio
y nitratos mediante su conversién en nitrégeno orginico; produccién
de sustancias extracelulares biol6gicamente activas (aminodcidos,
vitaminas, péptidos, hormonas vegetales, etc.) para el crecimiento
de las plantas y solubilizacibén de fosfatos por algunas especies.

El nitr6geno algal provenga de la atmésfera o del suelo,
llega a éste por excrecidén o por muerte y desintegraci6én celular,
bajo la forma de péptidos y otros compuestos nitrogenados. Para
ser aprovechados por las plantas u otros organismos que comparten
el hibitat, deben ser mineralizados por una flora bacteriana ade-
cuada hasta llegar a formas de nitrogeno inorgdnico, facilmente

asimilables (Venkataraman, 1966).
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Antes de dlgalizar un suelo, es conveniente considerar
los siguientes aspectos: 1-Flora algal autfctona:conocer su com
posicidn y la incidencia relativa de las formas Gtiles (buenas
fijadovas); como la capacidad de fijacién varia a nivel de cepa,
la selecci6n de buenas fijadoras debe hacerse también a este ni-
vel; 2- Competencia: la introduccién exitosa de una cepa eficien-
te en un 4rea o el refuerzo de ciertas formas fitiles depende prin
cipalmente de su capacidad para sobrevivir y. competir con los otros
microorganismos del hidbitat. Si bien se conoce muy poco sobre los
cambios producidos en los otros microorganismos por la intro-
duccibén de algas al suelo, ciertas observaciones indican que el
nGmero de bacterias y hongos disminuye por la algalizacidn
(Venkataraman, 1966). Dado que el nitr6geno algal es utilizado
por la planta después de su conversién a una forma inorgédnica
(Nog , NOE o NH4) por la actividad de las bacterias del suelo,
la preservacién de la flora bacteriana local asume gran importan-
cia (Watanabe y Kiyohafa, 1960). En este sentido no debe olvidar-
se que ciertas algas producen sustancias t6xicas para hongos y
bacterias de modo que no deben ser inoculadas en cantidades ex-
cesivas; 3- pH:los suelos que serin algalizados deben tener pH
levemente alcalino; si é€ste fuera bajo deberdn alcalinizarse por
aplicacién de cal (Watanabe, 1973), ya que muchas algas azules
crecen mejor en esas condiciones, (Brock, 1973); 4- Temperatura:
Los suelos a inocular deberin estar preferiblemente en regiones
cdlidas, dado que la temperatura S6ptima para el crecimiento de
las cianoficeas varia entre 25 y 35 °C; 5- Obtencién de cultivos
masives de especies previamente seleccionadas por su crecimiento
y fijacidén de N, (Venkataraman, 1966; Watanabe, 1959 b y c,1973).
6- Preservacién del material algal en forma adecuada hasta su
utilizacién en el campo (Venkataraman, 1l.c.; Watanabe, l.c.).

Donde realmente las algas azules desempefian un papel im-
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portante, es en el cultivo del arroz que se realiza en regiones
tropicales y subtropicales entre los 45° LN y 40° LS. E1 90 %

del &4rea dedicada al arroz esti ubicada en la franja tropical

del Sud y Sud-Este de Asia. Este cultivo representa el alimento
principal de mi4s del 60 % de la poblacién mundial, cubriendo

una superficie superiov.a 135 millones de hectdreas . En la Indda
es el cultivo mis importante como alimento; cubre unos 38 millones
de hectireas (casi el 37% de la superficie total dedicada al cul-
tivo de cereales), con un rendimiento aproximado de 1.134 kg de
arroz/ha. Se cultiva en pequefias parcelas: el 87%del-4 ha (aproxi-
madamente un 50 % bajo riego) y el 13% restante de menos de 1lha.
Estos datos reflejan el nivel econémico de los agricultores asi
como sus recursos y posibilidades de inversién en fertilizantes
quimicos (Venkataraman, 1977 a y b).

El cultivo de arroz es el que ha respondido mis significa-
tivamente a la algalizacién, debido a que las condiciones impe-
rantes en un campo de arroz proveen un ambiente ideal para el
crecimiento lujurioso de estas algas. Muchos arrozales permane-
cen inundados gran parte de su ciclo, es decir. bajo condiciones
inadecuadas para el crecimiento de leguminosas y Aztobacter vy
en las cuales las algas azules, en cambio, crecen abundantemente
(Stewart,1967). Los principales agentes naturales de fijacién
biol6égica de N, en un campo de arroz son: 1-algas azules de vida
libre; 2- algas azules en simbiosis con Azofla; 3- bacterias he-
terotr6ficas en la rizésfera de arroz (tipo Spinillum) y 4- bacte-
rias heterotr6ficas en el suelo anaer6bico mids alejado de las
raices de arroz (I. Watanabe et al., 1978).

Fritsch y De (1938) y De (1939) fueron los primeros en des-
tacar la importancia de las algas como principales agentes de la

fijacién de N2 en los arrozales.

Posteriormente, se estudiaron en el laboratorio algas azules
fijadoras de N2 provenientes de suelos de arrozales, pero se con-
taba aGn con poca informacién sobre la magnitud de la fijacidn
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algal "in situ". Las experiencias en maceta, demostraron que
las algas aumentaban el N del suelo (De y Sulaiman, 1950), con
una fijacién correspondiente a 20 Kg N/ha en una de las expe-
riencias (Watanabe et al., 1951) y que la cantidad de N, fija-
do es suficiente para sustentar una buena cosecha de arroz y de-
jar ‘'en el suelo aproximadamente 70 kg de N/ha después de levan-
tar la misma (Willis y Green, 1948 segfin De y Mandal, 1956). De
y Sulaiman (1950) concluyeron de sus estudios que el crecimiento
y la fijacién de N2 algal, en suelos de arrozales, aumentan en
presencia de las plantas de arroz debido principalmente a un mayor
aporte de CO2 liberado por las plantas como resultado de la res-
piracidén y descomposicién de sus raices, aporte que favoreceria
la actividad fotosintética del alga y por ende la fijacién de
NZ'

Sundara Rao et al. (1963), en ensayos con plantas de arroz
en maceta, observaron que la inoculacién algal aumental el rendi-
miento del cultivo posiblemente por la liberacién de sustancias
promotoras del crecimiento.

De y Mandal (1956) estudiaron la fijacién de N2 por anéli-
sis gasométrico de la atmésfera del suelo. En los suelos cose-
chados, no fertilizados quimicamente, la fijaci6én algal variaba
de 13,8 a 44,4 kg de N/ha.

Las investigaciones de De (1939) fueron el punto de parti-
da de nuevas lineas de investigacién. Los grupos de trabajo mis
importantes son: Watanabe y colaboradores en Japén (1951-1975);
R.N. Singh (1961) y Venkataraman y colaboradores (1959-1977) en
la India. Estos investigadores se abocaron en primer término a
realizar muestreos en extensas 4reas arroceras, a fin de estu-
diar 1la flora y en especial las algas azules, cuya capacidad de
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fijacién se midié en condicién de cultivo ax&nico siempre que
les fue posible, con el objeto de seleccionar "buenas fijado-
ras" a utilizar posteriormente como abono.

Actualmente en Jap6n, Watanabe utiliza Tolypothrix tenuds
(@islada de arrozales de Borneo), su mejor fijadora (Watanabe 1957,
1959a). Con dicha especie prepara cultivos masivos que luego in-
corpora a un sustrato inerte o grava, donde los deja crecer du-
rante un mes bajo iluminacién. Despu€s de secado al aire, este
material inoculado se guarda en bolsas de nylon, conservéindolo
a temperatura ambiente hasta su envio a los arrozales. All{
se agrega en la proporcién de 130-650 kg de peso fresco/ha/ es-
tacién que corresponde a 2-10 kg de peso seco de algas/ha/esta-
cién (Watanabe, 1959b). Las algas mantenidas en estas condicio-
nes conservan su viabilidad durante mis de 2 afios (Watanabe, 1959c
y 1966). Antes de la siembra se asegura que el pH del suelo sea
ligeramente alcalino (pH 7,5).

Los resultados obtenidos al cabo de 4 afios de inoculaciones
anuales con .la misma proporcién de algas (ensayos en 11 arroce-
ras), indicaron uh aumento promedio del rendimiento del arroz,
aumento que fue de 2,7 % el primer afio; 8,4% el segundo y 19%-21,8%
el tercer y cuarto afio respectivamente. Al 52 afio el incremento
del rendimiento bajé a un 10,6%, descenso no explicado por el
autor. Los aumentos progresivos durante 4 afios indicarian la
implantacién de la flora que ya se manifiesta a partir del 2°
afio, de alli la ventaja de reforzarla con agregados peribddicos
de material algal. Segn Watanabe (1962), de los resultados
obtenidos en estas 11 arroceras, en un solo caso se hizo eviden-
te que el tratamiento con algas proporciond resultados casi
similares a los obtenidos con un agregado de 64 kg. de sulfato
de amonio/ha.
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Venkataraman en la India, con un criterio quiz4 m&s préc-
tico dado el bajo nivel econbmico de los agricmltores de ese
pais, preconizé recientemente (1977a) una técnica muy sencilla,
factible de ser llevada a cabo por el mismo agricultor teniendo
en cuenta las parcelas mis bien pequefias que se cultivan. E1l
Instituto de Investigaciones Agricolas de 1a India (IARI) utili-
za una mezcla de algas fijadoras (Aulosina, Tolypothrix, Scytonema,
Nostoc, Anabaena, PLectonema, etc.), que entrega a pedido a los agri-
cultores, a quienes imparte normas para obtener biofertilizantes
en su propio campo.

La unidad operativa es una pileta construida en un extremo
de la parcela y bien iluminada, de aproximadamente 2x1x0,22m de
profundidad, hecha de mamposterfa o de chapa o en Gltima instan-

cia revestida de polietileno para retener el agua. Luego se
agregan 8-10 kg de tierra, se llena con agua y se deja decantar.

Se adiciona 200 g de fosfato de sodio o de potasio y 2 g de molibdato

de sodio. Se esparce el in6culo que es suministrado por el IARI

en bolsitas de 400 g con una mezcla de las especies antes mencio-
nadas, cuyo costo es de 40 céntimos de db6lar aproximadamente. El
pH adecuado es de 7 - 7,5; si llegara a ser 4cido, antes de co-
menzar se hace un encalado a fin de elevarlo. Se riega diariamen-
te en la cantidad necesaria como para mantener el nivel adecuado.

Cuando el crecimiento algal es abundante en la superficie
de la pileta (al cabo de unos 7 dias), se suspende el riego y
se deja secar al aire y sol. Luego se recoge el material seco
y se guarda en bolsas. Con un pufiado se hace una nueva siembra
en la pileta y se repite la operacién. En estas piletas, cada
cosecha rinde 1,5 - 2 kg de algas. La siembra de 1a parcela
se hace en la relacién de 8-10 kg de algas secas/ha, una sema-
na después de haber inundado la parcela con las plantitas ya
transplantadas. '

Las resiembras en las piletas de cultivo pueden repetirse
3 a 4 veces. Cuando el suelo se agota se cambia la tierra y
se procede como anteriormente, inoculando con las propias algas
(el inbculo s6lo se compra una vez).

El material algal en estado seco puede ser almacenado por
largo tiempo (unos 2 afios)sin perder su viabilidad (Venkataraman,
1961 b; 1966).

De acuerdo a Venkataraman, cuando no se utilizan fertili-
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zantes quimicos nitrogenados, el agregado de algas equivale a

usar 20-30 kg de N/ha/cosecha. En el caso de agregar dichos fer
tilizantes comerciales, se puede reemplazar un 30 % de los mismos
por inoculacién algal, lo que representa una economia. La apli-
cacién de algas por 3-4 estaciones sucesivas por lo menos, asegu-
ra un alto rendimiento de la cosecha y reduce la cantidad de fer-
tilizantes a incorporar en la estacibén siguiente, no requiriéndose
inoculaciones algales ulteriores (Agarwal, 1979).

Las medidas de control fitosanitarias adecuadas, asi como
otras pricticas de manipuleo de rutina, no interfieren con la
actividad de las algas (Venkataraman, 1977 a).

Trabajos similares se estin realizando actualmente en Egip-
to, Marruecos, Senegal, etc., con resultados en general concordan-
tes con los obtenidos por el Indian Agricultural Research Institute
(IARI) de Nueva Delhi (Agarwal, 1979). En Filipinas, el Instituto
de Investigaciones del Arroz inform6 que la fijacidén de nitr6geno
determinada "in situ'" con N1S en arrozales algalizados,varid de
40 - 80 kg de N/ha/afio. Con la misma técnica se demostrd que el
nitr6geno fijado y liberado por las algas azules es efectivamente
tomado por las plantas de arroz (Venkataraman, 1977 a). En expe-
riencias a campo se ha comprobado que la fijacién por algas azu-
les es 2 - 6 veces mayor (estacifn hGimeda y seca respectivamente)
que la correspondiente a las simbiosis asociativas con las plantas
de arroz (I. Watanabe, 1978).

Con respecto al agregado de algas a otros cultifos, la
informacién es escasa y se refiere tan solo a ensayos en maceta.
Hay trabajos sobre lechuga (aumento de peso); aji (mayor produc-
cién de frutos); tomate (aumento en el contenido de vitamina Q;
plidntulas de cebada (mayor cantidad de N en la plantula) y agre-
gado de floraciones a cultivos de cafia de azGcar (mayor creci-
miento y rendimiento) (Singh, 1961; Dadhich et al, 1969 y ver
Venkataraman, 1966).
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El estudio, seleccién y manejo agricola de diversas espe-
cies de cianoficeas ha permitido ya en varios paises utilizarlas
para aumentar la productividad de cultivos como el del arroz. Es
de esperar que en un futuro pr6ximo, a medida que avance la expe-
rimentacién, se extienda su uso a otros cultivos de importancia
agricola (Halperin et al., 1981).
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MATERIAL Y METODOS

1- Material

1.1 Muestras: Provienen de arrozales de Argentina (Entre
Rios, Concepcién del Uruguay) y fueron recolectadas en diciem-
bre de 1966 por Delia R. de Halperin y Rosa Dieguez (137 mues-
tras recogidas en 12 arroceras). A partir de 9 de estas muestras
se obtuvieron las cepas utilizadas en el presente trabajo, cuyos
datos de recolecci6én son los siguientes:

Muestra N2 13: San Justo, 19-XII-66. Variedad de arroz
sembrada: H 14. Forma de riego: agua de arroyo. Muestra tomada en
el fondo de un surco con agua; pH del barro: 6,4. Productor: Bell
y Pérez.

Muestras N220 y 23: Villa Madero, 19-XII-66. Variedades
de arroz sembradas: H 7 y H 14. Forma de riego: agua de pozo. pH:

6,7-7,0. Productor: Cohan (Arrocera''La Esperanza").

Muestras N2 58 y 60: Pasando Villa Elisa, camino a Vi-

llaguay, 20-XII-66. Forma de riego: agua de pozo. Ambas se toma-
ron de barro entre plantas. N2 58, pH 6,4-6,7 y N2 60, pH 6,7.
Productor: Putallaz.

Muestra N2 79: Pasando Villa Elisa, camino a Villaguay,

20-XII1-66. Variedad de arroz sembrada: Gualeyidn. Forma de riego:
agua de pozo. Barro entre plantas, pH 6,7.

Muestra N2 90: Sobre arroyo San Miguel, 20-XII-66. Vafie-
dad de arroz sembrada: Gualey4in. Riego con agua de arroyo. Barro

del fondo de una canaleta, pH 6,7. Productor: Luis Fabre.
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Muestra N? 114: Camino a San Antonio, 20-XII-66. Varie-
dades de arroz sembradas: Itapé y Gualeydn (2° afio de arroz).

Riego con agua de pozo. Barro entre plantas, pH 6,7. Productor:
Araldo Bran de Villa Elisa.

Muestra N2 115: Estacién Experimental Agropecuaria,
Concepcién del Uruguay (INTA), 21-XII-66. Riego con agua de pozo.
Barro entre plantas, pH 6,4 - 6,7,

1.2 Cepas: Se utilizaron las siguientes cepas en condicién
de cultivo unialgal, aisladas en un medio carente de N combinado
(Watanabe, 1959a algo modificado; Halperin et al., 1973) e iden-
tificadas por Delia R. de Halperin, correspordientes a las fami-
lias Nostocaceae y Scytonamataceae;

Nostocaceae

Nostoc muscorum Ag. (N® 23(7))

Nostoc muscorum Ag. (N2 60 a)

Nostoc muscorum Ag. (N2 115)

Nostoc punctifonme (Kitz.)Hariot (N2 90)

Scytonemataceae
Scytonema hofranni Ag. (N2 13 a)
Scytonema hogmanni Ag. (N2 58)
Tolypothnix tenuis (Kutz.) J. Schimdt em. (N2 20)
Tolypothnix tenuis (Kutz.) J. Schimdt em. (N2 79 b)
Tolypothrix tenuis (Kitz.) J. Schimdt em. (NG 114 b)

Se mantienen en el medio de Watanabe (1959 a) algo modifi-
cado (Halperin et al., 1973), en frascos de 250 ml, a la tempera-
tura del laboratorio y expuestos a la luz de tubos fluorescentes de 40W

(7) Las cepas se identificaron con el N2 de muestra de lg cual
provienen. Cuando a partir de una misma muestra se obtuvieron
mis de una cepa cada una de ellas se design6 con una letra

(a, b, ¢, etc.) a continuacién del N2 de muestra correspondiente.
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1.3 Medios de cultivo:

1- Medio de Allen y Stanier (1968) algo modificado, con
la siguiente composicién: PO4HK2: 0,039 g; S0, Mg.7H,0: 0,075 g;
COzNa,.10H,0: 0,020 g; C1,Ca,2H,0: 0,027 g; SiO;Na,: 0,058 g;
EDTA Na 10 mM: 0,03 ml; &cido cftrico: 0,06 g; tartrato férrico
(C13Fe: 5g + &cido tartdrico: 5 g en 1000 ml de HZO destilada):
2 6 3 gotas; solucién A6 (BOSHS: 2,86 g; C12 Mn.4H20: 1,81 g;
SO4Zn,7H20: 0,222 g; NaZMoO4.ZH20: 0,391 g; SO4Cu.5H20: 0,079 g;
CIZCO.GHZO: 0,0415 g; en 1000 ml. de HZO destilada): 1 ml; se
lleva a 1000 ml con H,0 destilada. pH final: 6,60. Esterilizar

en autoclave 15 minutos a 120°C.

2- Triptona-soja agarizado: Se utilizé el producto comer-
cial "Oxoid",cuya composici6én por litro es: Triptona (Oxoid L42)
15 g; peptona de soja (Oxoid L 44) Sg; ClNa 5 g; Agar N® 3 (Oxoid
L 13) 15 g; pH 7,3 (aproximadamente). Suspender 40 g en 1 litro
de HZO destilada, llevar a ebullicién hasta disolucién completa
y esterilizar en autoclave 15 minutos a 120° C.

3- Triptona-soja agarizado con tapén de vaselina-parafina:
Medio para el crecimiento de organismos anaerobios. En cada tubo
de ensayo con el medio indicado estéril y después de la inocula-
cién se coloc6é un tap6n de 1 cm de espesor aproximadamente de va-
selina-parafina en partes iguales, también estéril. La mezcla de
vaselina-parafina se esterilizé en autoclave durante 1 hora a
120 2C,

4- Extracto de malta agarizado: Se utilizé el producto
comercial '"Bacto-Difco" con la siguiente composici6én por litro:
maltosa técnica: 12,75 g; dextrina Difco: 2,75 g; glicerol:

2,35 g; Bacto-peptona: 0,78 g y Bacto-agar: 15 g. Suspender 33,6g en

1000 ml de agua destilada fria,llevar a ebullicién hasta disolucién to-
tal y esterilizar en autoclave 15 minutos a 120 °C. pH final: 4,6
a 25 °C.

1.4- Luz ultravioleta: Se utilizé una ldmpara germicida
modelo F6 8132-A, de 2537 A General Electric (USA),colocada
dentro de una c&mara de madera de 1x0,25x0,40 m, con una estan-
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te graduable y una puerta anterior. En este caso el estante
se fij6 a 20 cm de la fuente luminosa.
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2- Métodos

2.1- Obtencién de cultivos axé&nicos

a) Irradiacién con luz ultravioleta(U.V.):Se irradiaron
las cepas unialgales con U.V., durante distintos intervalos (20,
40, 60, 75 y 90 minutos) siguiendo la técnica utilizada por
Halperin et al. (1973), técnica mucho m4s sencilla que la utili-
zada por otros autores, ya que no requiere el empleo de vidrie-
ria de cuarzo ni rotacién de 1los cultivos durante la irradiacién.

Antes de iniciar cada ensayo,se esteriliz6 la cémara de
irradiacién _-aotendiendo la l4mpara germicida durante unos 30

minutos aproximadamente.

Para la obtencifén del material a irradiar, una pequefia
cantidad de cada uno de los cultivos a purificar se transfirié
a una caja de Petri estéril, y mediante ansas se lo fraccion6
en porciones de lmm2 de superficie aproximadamente. Por cada
cepa y cada uno de los tiempos de irradiacién a ensayar, varias
de dichas fracciones se pasaron a un porta objeto excavado, pre-
viamente esterilizado por inmersién en alcohol y flameado, colo-
cado dentro de una caja de Petri estéril, y en el cual se habian
vertido 2 a 3 gotas del medio nutritivo N2 1,

Las cajas se expusieron destapadas a 1la luz ultravioleta,
a una distancia de 20 cm aproximadamente de la fuente luminosa.
De acuerdo con el plan trazado respecto a los tiempos de expo-
sicién, se fueron retirando de la c&mara tapdndolas previamente

y sin apagar la luz.

Dado el tamafio de la gota en la que quedan suspendidos
los filamentos o los agregados celulares, puede considerarse
que la accién de la luz ultravioleta alcanza a la mayor parte
del material, con el cual se hicieron 8 subcultivos(s)en tu-

(8)-Escogimos este nfimero (8),- que es completamente arbitrario-,
por ser practicable en nuestras condiciones de trabajo. Debe te-
nerse en cuenta que cuanto mayor sea el nimero de subcultivos,
tanto mayor serid la posihilidad de separar un copo de material 11i
bre de contaminantes. Gerloff et al. (1950) aconsejan preparar
numerosos subcultivos, sin indicacién de nGmero.
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bos de énsayo con el medio de Allen y Stanier (N2 1) exponién-
dolos a 1a 1luz indirecta de tubos fluorescentes de 40 W a 1a

temperatura del laboratorio. Las irradiaciones ge realizaron
por duplicado.

La técnica seguida result6 también muy caveniente para la
obtencién de 1los subcultivos, ya que al tener todo el material

irradiado concentrado €én un pequefio volumen, se simplifica su
manejo.

b) Controles de pureza: A fin de verificar 1la pureza de
los cultivos viables después de la irradiacién se utilizaron
los siguientes medios: triptona soja agarizado, el mismo con
tapén de vaselina-parafina Y extracto de malta agarizado.

Los controles de pureza se realizaron en tubos de ensayo,
con los testigos correspondientes. Las lecturas se realizaron
a las 24-48 horas, prolongindolas hasta los 30-45 dias, a fin
de detectar aquellos contaminantes de crecimiento mds lento.

2.2- Determinacidén del % de N, contenido proteico y N fi-

jado.
Cada una de las cepas, tanto las originales no irradiadas
como las irradiadas axénicas, se sembraron en 3 frascos Pyrex
de 250 ml cada uno, con 70 ml de medio N2 1. Se expusieron duran-
te 60 T 1 dfias alaluz de tubos fluorescentes de 40 W, a la tem-
Una alficuota de los in6culos sembra-
dos en cada frasco se llev6 a estufa (110°C) hasta peso constan-
te (24-26 hs) a fin de determinar su peso seco. Al cabo del lap-
so indicado (2 meses aproximadamente) y para cada cepaf se se-
par6 por centrifugacién la masa algal del medio de cultivo: s?
determiné el peso seco de dicha masa y el volumen y pH del medio

peratura del laboratorio.

de cultivo.

El amino nitrégeno se determiné por el mé&todo del micro-
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Kjeldahl y colorimetrfa. Se obtuvo asi el porcentaje de nitrbgeno
de la masa algal, su contenido proteico (% N x 6,25) y se calculé
ademds el nitr6geno fijado en 60 dias por cada cepa, expresindolo
en mg N/100 ml de medio de cultivo. Estas determinaciones se hicie-
ron por cuadruplicado.

Se indica a continuacién los detalles del método seguido: la
técnica de determinacién de nitr6geno por micro-Kjeldahl y colori-
metria corresponde a la descripta por Lang (1958) y Jones (1960), con
algunas modificaciones comunicadas verbalmente por el Lic. Jorge
Duville (CIBIMA; INTI), y otras elaboradas en nuestro laboratorio.

El método consiste en: digestién dcida de la muestra (des-
composicién de la materia orgénica nitrogenada en agua, anhidrido
carb6énico y amonfaco), nesslerizaci6n y medici6én del color resul-
tante. Con este método se puede detectar de 1 a m4s de 1,000 ¥
de nitrégeno.

Reactivos: las drogas usadas son analiticas, y el agua des-
ionizada y destilada por destilador de vidrio con agregado de
permanganato de potasio.

1- Mezcla para digesti6én: 1las siguientes drogas se combinan
en el orden dado:

sulfato de potasio----------------- 40 g

selenio metdlico---------=-=-=-=--=-- 0,3 g

H,0 destilada---------------------- ha;ta 250 ml
dcido sulftGrico concentrado-------- 250 ml
sulfato de cobre 1 M--------------- 20 ml

El selenio met&lico se disuelve previamente en un balén
Kjeldahl a temperatura media (100-150°C) durante 30 minutos en
20 a 30 ml de &cido sulffirico concentrado.

2- Reactivo de Nessler: 7 g de ioduro mercrico y 5 g de

ioduro de potasio se disuelven en agua; luego se completa con



-46-

agua hasta 500 ml, dejando esta solucifén en heladera y oscuridad
durante 12 horas. Se separa con papel de filtro comfin el exceso
de ioduro merctirico. Al filtrado se le égrega 160ml1 de una solu-
€cién acuoso al 1% (peso en volumen) de goma aribiga (9). Se com
pleta con agua hasta 1.500 ml. La solucién debe protegerse de

la luz. TInmediatamente antes de usar, una alicuota de esta solu-
cién se diluye con igual volumen de hidr6xido de sodio 2N.

3- Soluciones standard de:

a) Sulfato de amonio: 19,65 g de sulfato de amonio anhi-

dro, previamente secado en desecador, se disuelven y llevan a
250 ml en una solucién de 4cido sulffirico.0,2 N. Para preparar
los standard se hacen diluciones que contendrin cantidades cono-
cidas de sulfato de amonio.

b) Lisina: 652 mg se disuelven en 100 ml de agua.

Equipo

A. Aparato para digestién: como elemento calefactor se

usa un sistema de resistencias en serie que mantienen un bafio
de arena a 320°C. Las muestras colocadas en tubos de ensayo co-
munes (15 x 150 mm) se introducen hasta una profundidad de 2,5
cm en la arena. Esto permite que cada tubo actfie simulténeamen-
te como. condensador,dando una adecuada 4rea de reflujo. E1l apa-
rato wsado permite el procesamiento simultineo de numerosas mues
tras.

B. Fotocolorimetro: se us6 el modelo "Spectronic 20"
de Bausch y Lomb.

Procedimiento: en cada tubo de ensayo se colocan 15 mg de

(9) - Cumple la funcibén de estabilizar el complejo coloreado que
se forma en la reaccién de Nessler (Jones, 1960).
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muestra y 1 ml de mezcla para digestién. Estos tubos, junto con
otros que contienen soluciones standard, se colocan en el bafio

de arena hasta que la temperatura alcanza 320 °C, y se los man-
tiene a esta temperatura por 1 h 30 min a 2 h. Para los standard
son suficientes 30 min. Luego se retiran los tubos y se los de-
ja enfriar a temperatura ambiente. Cada tubo se diluye en la for-
ma necesaria para hacer las lecturas en el fotocolorimetro. Se
toma una alicuota de 3 ml de esta solucién y se mezcla con 4 ml de
solucién de Nessler, se deja en reposo por 10 minutos en oscuridad
Y luego se lee la densidad éptica a 420 mu en el fotocolorimetro.

A partir de la curva de calibracién hecha con los standard
de sulfato de amonio se calcula el contenido de nitrégeno de 1las
muestras,

Todas las determiamciones se hacen por cuadruplicado.

2.3 Tratamiento estadistico de los datos obtenidos

A- Selecci6én de cepas

Para seleccionar cepas con mayor contenido proteico y me-
jores fijadoras de NZ’ tanto irradiadas con .U.V. (axénicas) co-
mo no irradiadas,®aplicé el método de comparaciones simulténeas
de Tuckey que permite comparar las cepas de a pares.

B- Influencia del tratamiento de luz U.V.

Para estudiar si el tratamiento con U.V, asi como el tiem-

po de irradiacién afectan el contenido proteico y la capacidad

de fijar N2 de las cepas consideradas se analiz6 primero si ha-

bia interaccifn entre cepa y tiempo de irradiacién. Como ésta

no resulté significativa tanto para contenido proteico como para

N fijado (F 6,22= 0,55 y F 6,22= 0,56 respectivamente) se propu-

so un modelo aditivo de dos factores ( cepa y tiempo) consideran-
do que las curvas de contenido proteico y N fijado en funcién

del tiempo de irradiacién, para las distintas cepas, son paralelas.
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. Solo se analizaron las cepas con mayor n(mero de datos:
Nostoc punctifonme (N2 90); Nostoe muscorum (N2 115) y Tolypothnix tenuis
(N2 114 b), en su condicién original y las irradiadas ax&nicas co-
rrespondientes.

C- Correlacidn entre: a) aumento de peso seco de la masa

algal y N fijado a los 60 dias de cultivo y B) viabili-
dad y axenidad después del tratamiento coniluz U. V.

a) Se determinaron los coeficientes de correlacidn para
las cepas axénicas de: i) Nostocaceae, ii) Scytonemataceae y iii)
Nostocaceae y Scytonemaceae. Se obtuvo la recta y = ax+b por el
método de cuadrados minimos y se calcularon los intervalos con

un 95 % de confianza.

b) Se calcularon los coeficientes de correlacién entre
el nGmero de subcultivos viables y el nfimero de subcultivos
axénicos en los distintos tiempos de irradiacién. Se obtuvo
la recta y = ax+b por el método de cuadrados minimos y se deter
minaron los intervalos con un 95 % de confianza.

Los puntos A y B fueron realizados por personal del Labora-

torio de Estadistica de 1a Facultad de Ciencias Exactas y Natu-
rales (U.B.A.).
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En los cuadros N? 1-4 se consignan los resultados obtenidos
para Nostoc muscorum (N2 23, 60a y 115); Nostoc punctiforme(N° 90);
Scytonema hogmami (N2 13a y 58) y Tolypothrix tenuis (N2 20, 79b y 114b),
con respecto a los siguientes pardmetros: tiempos de irradiacién
Yy subcultivos axénicos; peso seco de la masa algal inicial, fi-
nal e incremento (A ) del mismo a los 60 dias; volumen y pH final
del medio de cultivo; porcentaje de nitrégeno promedio de la masa
algal;contenido proteico promedio y nitrdgeno fijado a los 60 dias
de cultivo.

En los puntos 1-8 que se dan a continuacién, se analizan los
resultados obtenidos.
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CUADRO N2 3: Scytonema hofmanni

Cepa N¢ f 13a 1 r 58 1

Tiempos de

irradiacién (min) 0 75 0 90
Subc. axénico N® 2 1
Peso | Inicial 33 8,7 31,5 21
Seco | Final 189,5 140,1 246,3 158,7
(mg) L Aen 60 4 156,5 131,4 214,8 137,7

Vol. final del
medio de cultivo (ml) 182 166 165 159

pH final del medio
de cultivo 7,70 7,30 8,70 9,26

$ N de la ma-
sa algal 5,18 3,67 7,76 4,18

Contenido proteico
(%) 32,37 22,94 48,5 26,12

N fijado (mgN/100
ml de medio en 60 d) 3,85 2,29 7,93 2,73
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1- OBTENCION DE CEPAS AXENICAS POR IRRADIACION CON LUZ ULTRAVIOLETA

(U.V.) DE 2537 A

Una etapa fundamental en la seleccién de cianoficeas fijado-
ras de nitrSgeno molecular es la obtencién de cultivos axénicos,
ya que s6l1o con cultivos bacteriolégicaﬁente puros se puede asegu-
rar fehacientemente la capacidad de fijacién de las cepas en estu-
dio.

Las algas azules son particularmente diffciles de purificar
debido al mucilago segregado por las células, el cual no s6lo re-
presenta un sustrato adecuado para el crecimiento de muchas bac-
terias y otros contaminantes (Taha y El1 Refai, 1963), sino que
ademis los protege de la accién de los diversos agentes fisicos
o quimicos utilizados en los distintos métodos de purificacién
(Tchan y Gould), 1961). Estos han sido revisados por Halperin
et al. en 1973 y por Roger y Renauld en 1977. Los primeros auto-
res indican los resultados obtenidos con agua de cloro, antibif-
ticos y luz ultravioleta en cepas pertenecientes a las familias
Nostocaceae y Scytonemataceae, obteniendo cepas axénicas s6lo

por irradiacién con U.V,

En trabajos posteriores realizados en nuestro laboratorio,
corroboramos que la irradiacién con U.V. es el método mids rdpido
y con mayores probabilidades de &xito para lograr cultivos axéni-

cos de algas azules.

En base a estos antecedentes se us6é la misma metodologia
en el presente trabajo. El estudio estadistico de los datos ob-
tenidos permitié evaluar este tratamiento con respecto a la ca-
pacidad de fijacién y al contenido proteico (puntos 8 y 6 respec-
tivamente de Resultados y Conclusiones).

El efecto perjucicial de la radiacién ultravioleta parece-
ria deberse principalmente a su accifén sobre el d4cido desoxi-
ribonucleico (DNA). El1 dafio m4s dramdtico, por supuesto, es la
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muerte de la c&lula. Otros efectos incluyen mutagénesis, carci-
nogénesis, interferencia en la sintesis de DNA, 4cido ribonuclei-
co (RNA) y proteinas, retraso de la divisién celular y cambios en
la permeabilidad y movilidad (Smith, 1977).

En las bacterias, las diferentes cepas muestran grandes va-
riaciones en su sensibilidad @ la radiacién U.V., la cual depen-
de de su capacidad de reparar el dafio fotoquimico a su DNA (Smith,
l.c.).

Con respecto a las algas azules, Singh en 1978 estudi6 en
Anabaena variabifis la inactivacién por luz U.V. (254 nm) y la
reparacién del dafio causado. Observ6 que la irradiacién produjo
una disminucién en el porcentaje de supervivencia, indicando
que las razones de letalidad son las mismas que se han informa-
do para bacterias: formacién de dimeros de pirimidina,principal-
mente de la timina. Dado que el porcentaje de muerte aumenta
con la dosis de U.V. aplicada, dicho autor concluy6 que la di-
merizaci6n en esta especie es dosis dependiente. Sus observa-
ciones revelan que el dafio producido por U.V. puede ser reverti-
do considerablemente si el alga irradiada se expone a un tratamien-
to posterior con luz visible, lo que indica que el mecanismo de
reparacién es similar al de otros microorganismos. Ademids de la
fotorreativacifén, consider6 que otro mecanismo para eliminar
dimeros de pirimidina en esta misma especie, seria la reparacién
en oscuridad (escisién), ya observada en bacterias.

Singh (l.c.), considera que la variaci6én en la sensibilidad
(en diferentes fases del crecimiento de una misma cepa O en cepas
de una misma especie o en distintas especies del mismo género,etc)
depende de la capacidad para reparar dimeros de pirimidina y/o to-

lerar dimeros no reparados.

Haynes (1964 , segGn Singh, 1.c.) considera que la sensibi-
lidad de los organismos depende fundamentalmente de la composicifn
quimica de su DNA, en particular de la relaci6én de sus bases. Asi,
un organismo con un DNA rico en adenina y timina (A-T) es mids sen-
sible al U.V.
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En el cuadro N® 5 se consigna el nfimero de subcultivos via-
bles, sobre 16 realizados para cada cepa y tiempo de irradiacién.
Este cuadro muestra que la viabilidad fue muy poco afectada por la
irradiacién con U.V., ya que de 720 subcultivos irradiados 540 cre-
cieron (75%), siendo mayor en las Scytonemataceae que €n'las Nostocaceae
(367 y 173 subcultivos viables respectivamente).

De acuerdo a estos resultados podemos concluir que las cepas
de algas azules estudiadas son muy resistentes a la luz U.V.,carac-
teristica ya observada por diferentes autores (Newton et al., 1979).
Esta resistencia podria deberse en parte a la fotorreactivacién dado
que los cultivos fueron expuestos a la luz visible contfnua inmedia-
tamente después del tratamiento. Singh (1978) observ6 una buena re-
activacién en Anabaena variabilis luego de 24 h de exposicién a la luz
visible. También se sabe que'las cianoficeas son resistentes a con-
diciones extremas (temperatura, alta salinidad y largos periodos de
sequia) debido a sus caracterfisticas morfol6gicas como ser vainas
gruesas, gran produccién de mucilago, estructuras de resistencia
(acinetas, que ocasionalmente pueden ser viables hasta mis de 100
afios), alta viscosidad del gel protoplasmitico, propagacién asexual,
etc.

En cuanto al crecimiento algal (nfimero de subcultivos viables)
puede verse que varia en las diferentes cepas. Esto podria resultar
no s6lo de una mayor o merror resistencia al U.V. de las cepas estu-
diadas, sino también al hecho de que al irradiar una poblacibn, es
factible que algunas células circunstancialmente mis protegidas
por el mucilago o por otras capas celulares, no resulten afectadas
Y crezcan posteriormente. Dentro de una misma cepa, el nfimero de
subcultivos viables varfa no s6lo por los distintos tiempos de irra-
dicacibén empleados sino también por la razén antedicha.

En el cuadro N? 6 se observa que de los 720 cultivos irradia-
dos s6lo 40 resultaron ax&nicos (5,55 %) con respecto a los contro-
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CUADRO N2 5: NGmero de subcultivos viables en los

distintos tiempos de irradiacién

Cepas

NOSTOCACEAE

Nostoc muscorum
(N2 23)

Nostoc muscorum
(N2 60a)

Nostoe muscorum
(N2 115)

Nostoe punctiforme
(N290)

SCYTONEMATACEAE
Scytonema hofmanni

(N2 13a)

Scytonema hofmanni
(N2 58)

Tolypothnix tenudis
(N2 20)

Tolypothnix tenudis
(N2 79b)

Tolypothnix tenuds
(N2 114b)

N2total/tiempo

Tiempo de irradiacién (min)

20

16

14

16

16

16

16

14

134

40

14

15

16

16

15

16

115

60

14

16

16

14

13

11

99

75

13

15

15

13

15

14

96

90

10

14

14

14

13

14

96

N2 de

subc./
cepa

47

67

36

23

76

77

73

72

69

N2 de
subc./
familia

173

367
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CUADRO N2 6: NGmero de subcultivos axénicos en los
distintos tiempos de irradiacién.

Tiempo de irradiacién (min) N2 de N2 de
subc./ subc./

Cepas
20 40 60 75 90 cepa familia
NOSTOCACEAE
Nostoc muscorum - - - - 2 2
(N2 23)
Nostoe muscorum - - - 1 - 1
Ne 60a)
28
Nostoec muscorum - 2 2 2 4 10
(N2115)
Nostoc punctiforme 5 5 ; 1 4 15
(N2 90)
SCYTONEMATACEAE
Scytonema hofmanni - - - 1 - 1
(N2 13a)
Scytonema hofmanni - - - - 1 1
(N2 58)
Tolypothrnix tenuds - - - 1 1 2 12
(N2 20)

Tolypothrnix tenudls - - - - - -

(N2 79b)
Tolypothnix tenuds - - 1 3

(N2 114b) * ’
N2 total/tiempo 5 7 3 9 16




-50-

les de pureza usados. De estos 40 subcultivos axénicos, 28 per-
tenecen a las Nostocaceae y 12 a las Scytonemataceae. Es decir,
que corresponde el menor nGmexo de subcultivos ax&nicos a la fa-
milia Scytonemataceae, la cual presentaba el mayor nimero de sub-
cultivos viables. Esto podria deberse a que esta familia posee
representantes mids resistentes a la luz. U.V. no s6lo por poseer
mayor capacidad para reparar el dafio fotoquimico a su DNA sino
también debido a caracteristicas estructurales, como ser vainas
mis gruesas que disminuirfan 1a dosis recibida. Al mismo tiem-
po dichas vainas protegerfan a las bacterias del efecto letal de
la irradiacién, explic&indose asi el menor nfimero de subcultivos
axénicos obtenidos. Otra posible explicacibén serfa la presencia
en las Scytonemataceae de bacterias mi&s resistentes al U.V. que
en las Nestocaceae,pero es poco probable que se dé esta circuns-
tancia dado que todas las cepas provienen de hibitats similares.
Con todo no se puede descartar las posibles asociaciones parti-
culares entre una bacteria y un alga. En este caso la menor pro-
babilidad de obtener una cepa axénica podria deberse a una mayor
resistencia de la bacteria a la irradiacién.

~ E1 nGmero de subcultivos axénicos (x) con respecto al de
viables (y) obtenidos en cada tiempo de irradiacibén (Cuadros N°¢
6 y 5 respectivamente), dan como resultado una correlacién lineal
significativa con 2 p¢0,05 y un coeficiente de correlacibn
r= 0,47. Por el método de cuadrades minimos se calcul6é la recta
y= ax+b con a= -1,43 + 0,82 y b= 13,27 + 9,35, Estos intervalos
se calcularon con un 95 % de confianza. De donde podemos concluir
que en las condiciones de nuestra experiencia, a mayor nfinero de
subcultivos viables obtenidos menor es la probabilidad de lograr
subcultivos axénicos. Con tiempos de irradiacién breves (20 y
40 min) se obtienen numerosos subcultivos viables (93,05 y 79,86%
respectivamente) pero el nGmero de subcultivos axé&nicos es bajo
(3,5 y 4,86 % respectivamente, Cuadro N% 7).
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CUADRO N2 7: Porcentajes de subcultivos ax&nicos y viables

TIEMPOS DE IRRA- 20 40 60 75 90
DIACION CON U.V. (hmin)

$ de subcultivos viables 93,05 79,86 68,75 66,66 66,66

N¢ de subc. i-
rradiados en 3,5 4,86 2,08 6,25 11,11
cada tiempo

N¢ de viables
en cada tiempo 3,7 6,08 3,03 9,37 16,66

% de subcultivos axénicos
con respecto al

total de
axénicos 12,5 17,5 7,5 22,5 40
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En cambio la irradiacién de las cepas durante 90 minutos
fue la que di6 mejores resultados: 11,11 § de cepas axénicas
sobre el total de irradiadas en este tiempo, con un porcentaje
de viabilidad de 66,66 % y un 40 % con respecto al total de sub-
cultivos axénicos obtenidos (Cuadro N2 7). Por lo tanto en las
condiciones de nuestra experiencia el tiempo mis aconsejable para
asegurarnos la obtencién de cepas axénicas es 90 minutos.

En general, la mayoria de los autores que emplearon este
agente fisico no prolongaron su accién mis de 20-30 minutos.
Taha y E1 Refai (1963) indicaron 60 minutos de irradiacién como
tiempo madximo. Halperin et al. (1973),utilizando también cepas
de Nostocaceae y Scytonamataceae, obtuvieron un buen crecimiento
hasta 60 minutos y una cepa resistié 75,90, 105 y 120 minutos.
Mehta y Hawxby (1977) utilizaron hasta 120 minutos con buenos
resultados, no observando cambios morfol6gicos al microscopio

electrbnico.

Estas diferencias indicarian que no pueden darse pautas
generales debido a que cada cepa es un caso particular y a que
los resultados de la irradiacién dependen de la composicibn del
medio (Reddy, 1976), del estado delcultivo (edad, espesor de
la vaina, cantidad de mucfilago, etc), naturaleza y nGmero de
contaminantes, asi como de la duracién de la irradiacién.

Consideramos entonces que la luz ultravioleta es un método
de purificacién ridpido y con probabilidades de €xito,dado que de
9 cepas irradiadas de 8 se obtuvieron subcultivos en condicién

axénica.
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2- MODIFICACIONES EN EL pH DEL MEDIO DE CULTIVO

El cuadro N2 8 consigna los valores de pH final del medio
de cultivo a los 60 dias. Salvo en el caso de tres cepas pertene-
cientes a las Nostocaceae: Nostoc muscorum (115 40 min 6) ;Nostoc
punctiforme (90 20 min 7) y Nostoe punctifome (90 75 min S)en
las cuales el pH del medio de cultivo a los 60 dfas se mantuvo
cerca del valor inicial (6,60, todas las cepas restantes (irra-
diadas y no irradiadas) experimentaron un aumento en este parime-
tro. En algunos casos el pH 1leg6é a valores superiores a 9, prin-
cipalmente en Scytonemataceae: Scytonema hofmanni (58 90 min 1):
9,26; Tolypothnix tenuis (20): 9,05; Tolypothrnix tenuls (20 90 minl:)
9,40; Tolypothnix tenuis (79b): 9,05; Tolypotmix tenudis (114b.75minl):
9,30 y Tolypothrnix tenuis (114b 90min 5): 9,0S.

En general en nuestras experiencias de laboratorio hemos ob-
servado alcalinizacién del medio de cultivo en periodos y condicio-
nes semejantes. Dado que la informacién sobre los productos extra-
celulares de cianoficeas es fragmentaria y escasa (Hellebust, 1974),
mis reducida aGn es la referente a las variaciones del pH del medio
de cultivo, de donde no hemos encontrado en la literatura una expli-
caci6én del aumento de pH producido por estas algas.

Por otra parte, Singh (1974) estudiando el efecto del pH
sobre el crecimiento y la fijacién de nitrégeno atmosférico de
una especie de Aphanothece, no observé cambios en el pH del medio
de cultivo durante los 30 dias que dur6 la experiencia.
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CUADRO N¢ 8: pH final del medio de cultivo

Cepas Tiempos de Subcultivo pH
irradiacién axénico N°¢ final
(min)
NOSTOCACEAE
0 - 8,10
Nostoc [ 90 3 8,60
muscorumN?23) 90 7 7,50
N. muscorum l: 0 - 8,00
(N°60a) 75 3 8,55
[~ 0 - 7,70
40 6 6,90
40 8 8,95
60 2 7,10
N. muscorum 60 4 7,00
(NS 115) 75 4 7,30
75 7 7,60
90 2 8,20
90 3 8,35
90 4 7,05
L 90 7 7,30
[ 0 - 7,50
20 3 8,50
20 ) 8,50
20 6 8,30
20 7 6,65
20 8 9,05
. 5
7&opgchLﬂonme 23 ; ;:go
- 90) 40 4 8,30
40 5 7,05
40 8 8,40
75 S 6,55
90 2 7,90
90 3 8,10
90 4 7,10
| 90 5 7,10
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CUADRO N2 8: pH final del medio de cultivo (continuacién)

Cepas Tiempos de Subcultivo pH
irradiacién axénico N® final
(min)
SCYTONEMATACEAE
Scytonema 0 - 7,70
hofmanni (N213a) L 7S 2 7,30
S. hogmanni [ 0 - 8,70
(N2 58) L 90 1 9,26
Tolypothrnix [0 - 9,05
tenuis (N220) 75 2 8,60
L 90 1 9,40
T. tenuis (N2798 C O - 9,05
[ 0 - 8,85
60 6 9,30
75 1 9,30
T. tenudis 75 6 7,50
(NS 114b) 75 7 9,00
90 2 8,94
90 ) 9,05
90 6 8,60
. 90 7 8,50
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3- COMPROBACION DE LA CAPACIDAD DE FIJAR N, DE LAS CEPAS ESTUDIA-
DAS.

Se comprobé la capacidad de fijar N2 de 8 cepas originales
pertenecientes a las familias Nostocaceae y Scytonemataceae:
Nostoc muscorum (N2 23, 60a y 115), Nostoc punctiforme(N°90),
Scytonema hofmanni (N2 13a y 58) y Tolypothrnix tenuis (N220 y
114b) debido a que cepas axénicas de las citadas especies fijan
nitr6geno molecular. La cepa Tolypothrnix tenuis (N2 79b), pre-
suntivamente fijadora de NZ’ no pudo obtenerse en condicidén bac-
teriol6égicamente pura.

El cuadro N2 9 muestra el rango de fijacién de las cepas

axénicas estudiadas.

Las Scytonemataceae resultaron mejores fijadoras que las
Nostocaceae dado que el midximo valor de nitr6geno fijado en las
cepas axénicas corresponde al subcultivo Tolypothaix tenudls
(20 75 min 2): 4,58 mg de N/100 ml de medio de cultivo en 60
dias y en segundo lugar cualquiera de las cepas siguientes:
Totypdthnix tenuis (20 90 min 1) con un valor de 3,5; Tolypothrix
tenuis (114b 75min 1) con 3,41 y ToLypothrix tenuis (114b 90 min 7)
con 3,22 mg de N/100 ml de medio de cultivo en 60 dias (Cuadro N24),
También en las cepas originales no irradiadas, los mayores valores
de fijaci6n se dieron en las Scytonemataceae. El mdximo obtenido
corresponde a la cepa Scytonema hofmanni (N2 58) con 7,93 mg. N/100ml
de medio de cultivo en 60 dias, (cuadro N23) y el segundo valor a
Tolypothnix tenudis (N2 79b) con 6,09(Cuadro N2 4)., Los resultados
del tratamiento estadistico se detallan en el punto 7 de Resultados
y Conclusiones.

Si bien las especies estudiadas ya han sido citadas como fija-
doras por diversos autores, no todas las experiencias fueron reali-
zadas en las mismas condiciones (duracién, volumen de medio, inten-
sidad de luz, temperatura, etc.), de donde resulta muy dificil com-
parar nuestros valores con los de otros autores aGn para las mismas
especies.
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CUADRO N2 9: Capacidad de fijaci6én de las cepas axénicas

estudiadas
N fijado en mg de N/100 ml de

Cepas axénicas de: medio de cultivo en 60 dias.
NOSTOCACEAE:

Nostoc muscorum(N2 23) .. .vervennennonnnns 1,67-1,76

Nostoc muscorum(N2 60a)....000eeeeeneennn 2,87

Nostoe muscorum(N2 115) toveeeerevoenncnns 1,2-2,72

Nostoe punctifoame (N°90) ...ccvveenneeenns 0,71-2,97
SCYTONEMATACEAE

Sceytonema hofmannd{ (N$ 13a)......0000uun.. 2,29

Scytonema hofmanndi (N2 58).....ccvvevnn.n.. 2,73

Tolypothnix tenudis (N2 20)...... et e e 3,5-4,58

Tolypothnix tenuis (N2 114b).......c0v.... 1,51-3,41
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Watanabe (1959a), con una cepa de Tolypothnix tenudls ais-
lada de arrozales de Japén, obtuvo un valor de fijacién de 5,2 mg
de N/100 ml de medio de cultivo, semejante al obtenido en el pre-
sente trabajo con Tolypothrix tenudls (20 75 min 2): 4,58 mg de
N/100 m1 de medio. Ambas cepas pertenecen a la misma especie,
han sido aisladas del mismo tipo de hibitat (arrozales)se utilizé
el mismo método de purificacién (U.V.), el mismo método para la
determinacién del N fijado (micro-Kjeldahl) e igual periodo de
fijaci6én (2 meses) en un medio mineral sin N combinado.

Con Nostoc muscorum (N® 23, 60a y 115) obtuvimos valores
de 1,2 a 2,87 mg de N fijado/100ml de medio en 60 dias, mientras
que Allison et al. (1937) y Taha y El1 Refai (1963) obtuvieron va-
lores de 10 mg de N/100 ml de medio en 45 dias y 1,30 mg de N/50ml
de medio en 50 dfas respectivamente. Estos autores usaron el mis-
mo método de purificacién (irradiacién con U.V.) y la misma técnica
de determinacién del N fijado (macro y micro Kjeldahl repectivamen_
te). La cepa utilizada por Allison et al. (l.c.) fue aislada del

suelo.

Burris y colaboradores (1943) y Williams y Burris (1952)
detectaron fijacién de nitrogéno por el método de marcacién con

15N en otras cepas de Nostoc muscorum,

Nostoc punctiforme fue citada como especie fijadora de ni-
tr6geno atmosférico por Drewes en 1928, quien consigné valores
de 2 y 2,98 mg de N/250ml de medio en 60 dias, segln el medio
de cultivo utilizado. Estos datos son semejantes a los obteni-
dos con los subcultivos axénicos de nuestra cepa: 0,71-2,97 mg
de N/100 m1 de medio en 60 dias. Drewes purificé su cepa aisla-
da de suelo con el método de pasajes sucesivos por agar-medio
mineral (Harder, 1917 segGn Drewes, 1928).

Watanabe y Kiyohara (1963) encontraron que cepas de Nostoc
punctiforme aisladas de distintos liquenes pueden fijar N2 tanto
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en estado libre como en simbiosis, utilizando 15N y purificando

los cultivos mediante el uso combinado de bactericidas y antibib-
ticos.

Laloraya y Mitra (segln Watanabe, 1975a) obtuvieron para
otra cepa de Nostoce punctiforme valores de fijacién de 0,9 mg
N/100 ml de medio en 35 dias.

Cameron y Fuller (1960) aislaron de biodermas provenientes
de suelos dridos y semidridos de Arizona wuna cepa de Scytonema
hof§manni , que fue posteriormente purificada por repetidos pasa-
jes sobre placas de agar sin nitr6geno. Dichos autores fueron
los primeros en citarla como especie fijadora de nitrbgeno mo-
lecular. La capacidad de fijaci6én de nuestras cepas axé&nicas
de Scytonema hofmanni (N® 13a y 58) fue de 2,29 y 2,73 mg de
N/100 ml1 de medio de cultivo en 60 dias respectivamente. En un
tiempo de cultivo menor (35 dfas) Laloraya y Mitra (segn Wa-
tanabe, 1975a) obtuvieron valores de fijacién de 0,7 mg deN/100ml
de medio de cultivo para la citada especie.
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4- CORRELACION ENTRE AUMENTO DE PESO SECO Y CAPACIDAD DE FIJACION

En los graficos N? 1-3 se consignan el incremento en el
peso seco de la masa algal y el monto de N2 fijado a los 60 dias
de cultivo por las cepas axénicas de Nostoc muscorum(Ne 23, 60a
y 115); Nostoc punctiforme (N2 90) y para las Scytonemataceace
obtenidas respectivamente.

Se encontr6 correlacién lineal significativa entra las va-
riables x= incremento de peso seco de la masa algal e y= monto
de N2 fijado, para las cepas axénicas de: i) Nostocaceae, ii)
Scytonemataceae y iii) Nostocaceae y Scytonemataceae, 2p < 0,05
y coeficientes de correlacién r= 0,69; r= 0,89 y r= 0,86 respec-
tivamente.

Por el método de cuadrados minimos se calculé 1la recta y=
ax+ b con a= 0,02 % 0,008 y b= -0,20 > 4,30 para las Nostocaceae;

a= 0,03 % 0,01 y b=-1,24 % 5,25 para las Scytonemataceae y a=
0,03 ¥ 0,005 y b= -1,22 ¥ 3,59 para Nostocaceae + Scytonemataceae,

Estos intervalos se determinaron con un 95 % de confianza.

Dado que hemos establecido una correlacién lineal signifi-
cativa entre las variables mencionadas, podemos concluir que
cuanto mayor sea la capacidad de fijacién, mayor seri la produc-
tividad. Por lo tanto el monto de N fijado podria tomarse como
una medida de la productividad en las cepas axénicas de las dos
familias estudiadas.

No hemos encontrado en la literatura antecedentes de este
tipo de estudio.
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5- SELECCION DE CEPAS CON MAYOR CONTENIDO PROTEICO

El incremento constante de la poblacién mundial y la insu-
ficiente disponibilidad de una adecuada provisién de alimentos,
principalmente proteicos, ha planteado la urgente necesidad de
buscar otras fuentes de proteinas, que junto a un elevado valor
biol6égico y fiacil manejo de obtencién, puedan ser producidas a
bajo costo como para ser accesibles a la gran masa de la poblacién

En la bisqueda de nuevas fuentes de proteinas, les correspon-
de a las algas un lugar destacado. Desde la antiguedad y principal-
mente en los paises orientales, diversas especies marinas se han
utilizado en la alimentacién humana. Jap6én marcha a la cabeza de
los paises consumidores de algas, las cuales llegan a representar
hasta un 25 % de la dieta diaria.

Dentro de las cianoficeas utilizadas en la alimentacibn se
conoce una finica especie marina: Brachytrichia quoyi que abunda
en Taiwan (Formosa). Con respecto a las de aguas continentales
podemos citar varias especies del género Nostoc (Nostoc commune,
Nostoc vernrucosum, Nostoc edule, Nostoc ellLipsosporum, Nostoce

sphaenicum y Nostoe pruniforme), Spirulina maxima, Aphanothece

stagnina, Phoamidium tenue y Chroococcus tungidus (Halperin, 1971).
S6lo de algunas de ellas,se dispone del valor del contenido pro-
teico.

El "cushuro'" nombre indigena que agrupa varias especies de
algas azules (Nostoc commune, Nostoc sphaenicum y Nostoc pruniforme)
y utilizado como alimento en la regién alto-andina, fue estudiado
por Aldave Pajares en 1969. El andlisis quimico de Nostoc sphaenicum
y Nostoc pruniforme indica un 48,8% de proteinas.

Para Nosta commune var. jlaggzliﬂonme, con el que se prepa-
ra un plato budista famoso, Chapman (1950) determiné un 20,9 $

de proteinas.
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Spirulina maxima, una especie utilizada deste tiempos re-

motos por algunas tribus de Chad (Africa) tiene un 63-68 % de
proteinas (Clément et al., 1968).

En Jap6én, desde hace muchos afios, se consume una especie

continental: Aphanothece stagnina. Respecto de la composicién
proteica de esta especie, Namikawa (1906-08), le asigna 24,75 %

de proteina del peso seco. Por nuestra parte, determinamos el

contenido proteico de una cepa
condicién unialgal, aislada de
na que las cepas utilizadas en
un valor de 36 t a los 38 dias

de Aphanothece stagnina (40e) en
los mismos arrozales de Argenti-
el presente trabajo. Se halld
(Halperin et al., 1974).

En el presente trabajo se ha realizado la seleccifn de ce-

pas con mayor contenido proteico, inquietud surgida durante el

anilisis de los datos obtenidos,

dos:

con los siguientes resulta-

a- No tratadas con luz U.V.: el midximo valor de contenido

proteico, 48,5%se obtuvo en Scytonema hogmanni (N2 58). La di-
ferencia entre esta cepa y las otras ocho estudiadas, result6

muy significativa (p< 0,01).

b- Tratadas con luz U.V. (axénicas): los estudios estadis-

ticos (test de Tuckey) indican que el mdximo contenido proteico

se da en las siguientes cepas:
Nostoe punadifoame (90 20 MiN 7) v eeeeererenennnnnans 33,69%;
Nostoc punctifoame(90 20 Min 3) ... eeeriennnaeenenn 30,19%;
Nostoe muscorum (23 90 min 3)....eveeennn ceereanaas 29,75%;
Nostoe muscorum (60a 75 min 3)...... ceeeesreneeesss29,87%;
Nostoc muscorum (115 60 min 2)....cieiievenecoennnns 29,444%;
Nostoe muscorum (115 75 min 4) ...t iiiinnnnennnnnns 30 |
Tolypothaix Zenuds (114D 75 min 1) ..ttt rnnnnnnn 29,94%;
Tolypothnix tenudis (20 75 min 2) ... veviiieeeennnenns 32 %,
Tolypothnix tenudis (20 90 Min 1) . ee i e nennnnnns 32,69%.
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Esto es debido a que no hay diferencia significativa en-
tre los valores de contenido proteico de Nosatoc punctiforme
(90 20 min 7) y las otho cepas antes citadas y si entre Nostoc
punctifoame (90 20 min 7) y las restantes cepas axénicas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, Seytonema hogmanni
(N® 58) es una especie promisoria en la alimentacién ya que su
contenido proteico: 48,5 %, es semejante al de especies ya uti-
lizadas como alimento, si bien alin no ha sido probada con tal
fin, ni se ha determinado su valor biolégico.

Con respecto a cianoficeas en condicién axénica, no tene-
mos datos bibliogrdficos que indiquen valores de contenido pro-
teico determinados en dicha condicién; por lo tanto los valores
hallados para nuestras cepas serfan los primeros disponibles.



6- INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON LUZ U.V. SOBRE EL CONTENIDO

PROTEICO (% N x 6,25).

Para estudiar estadisticamente si hay diferencia en el
contenido proteico entre las cepas tratadas y no tratadas con
luz U.V., y si el tiempo de irradiacién afecta dicho paréme-
tro, se consideraron las cepas de Nostoe punctiforme (N2 90),
Nostoc muscorum (N2 115) y Tolypothrnix tenuis (N° 114b) 1las
cuales cuentan con mayor nGimero de datos. El cuadro N2 10 indica
los resultados estadisticos obtenidos con respecto al porcentaje

de nitr6geno de la masa algal.

CUADRO N2 10:

Fuente de
variacién

Diferencia
entre cepas

Diferencia en-
tre 6 tiempos
(0-20-40-60-
75 y 90 min)

Diferencia en-
tre tratadas
y no tratadas
con U.V,.

Diferencia en-
tre 5 tiempos
(20-40-60-75

y 90 min)

Error

Anflisis de varianza

Suma de
cuadrados

2,69826

11,29980

4,20006

5,97621

15,55384

Grados de
libertad

28

Cuadrado
medio

1,34913

2,25996

4,20006

1,49405

0,55549

2,42870

4,06837

7,56094

2,68959

no sign.

<0,01

<0,05

no sign.

La diferencia entre el porcentaje de N de las cepas de las
tres especies (las N2 90, las N2 115 y las N2 114b) no es signi-
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ficativa, mientras que la diferencia entre la media del porcen-
taje de nitrb6geno de las algas tratadas y no tratadas con U.V.,
es significativa (F 1,28= 7,56; p< 0,05).

Es decir que la irradiacién con luz U.V. reduce significa-
tivamente el porcentaje de nitr6geno y por ende el contenido pro-
teico. Esto podria deberse al hecho de que la luz U.V. interfie-
re la sintesis de protefnas y produce inactivacién de enzimas
(Smith, 1977). Sin dejar de considerar que al eliminar las bac-
terial faltan las interacciones de éstas con el alga que podrfan
aumentar el contenido proteico, por ejemplo por represién y des-
represién.

En las condiciones de nuestra experiencia, no hay diferen-
cias entre las medias del porcentaje de nitr6geno en los distin-
tos tiempos de irradiacién empleados (20, 40, 60, 75 y 90 minutos).
Por lo tanto los 90 min de irradiacién serian los que permiten ob-
tener el mayor nfimero de subcultivos axénicos con el mismo efecto
sobre esta caracteristica que tiempos de irradiaci6én menores.

El cuadro N? 11 consigna los valores promedio del conteni-
do proteico para cada tiempo de irradiacién en las cepas antes
mencionadas.

Dado que no hay datos bibliogrdficos sobre el contenido
proteico de cianoficeas en condicidén axénica, consideramos que
€ste seria el primer estudio estadistico comparativo de dicho
valor en cepas axénicas y no axénicas.
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CUADRO N¢ 11: Contenido proteico (%). Valores promedio para
cada cepa y tiempo.

Cepas Tiempos de irradiacién(min)

0 20 40 60 75 90
Nostoc punctiforme(90) 34,94 28,18 20,11 - 18,19 20,26
Nostoc muscorum (115) 29,12 - 20,59 26,22 26,00 21,42
Tolypothnix tenuis(114b) 34,44 - - 27,19 25,69 27,28

<! no se obtuvieron cepas axénicas.
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7- SELECCION DE CEPAS BUENAS FIJADORAS DE N,

a- Cepas no irradiadas:la mixima capacidad de fijacién se
da en la cepa Scytonema hofmanni (N2 58) con un valor de 7,93 mg
de N/100 ml de medio de cultivo en 60 dias, dado que la diferen-
cia entre el valor de esta cepa y el de cada una de las otras 8

es significativa al 1 % (test de Tuckey ). El segundo valor co-
rresponde a Tolypothrix tenuls (N2 79b): 6,09 mg de N/100 ml de
medio en 60 dias; la diferencia entre esta filtima y cualquiera

de las 7 restantes es significativa (test de Tuckey,.p < 0,01).

b- Cepas irradiadas (axé&nicas): el miximo correspmde a
Tolypothnix tenudis (20 75 min 2) dado que la diferencia entre
el valor de fijaci6én de esta cepa (4,58 mg de N/100 ml de medio
en 60 dias) y el cada una de las otras 39 es significativa
(test de Tuckey , p«<0,01).

El segundo valor corresponde a las siguientes cepas de
ToLypothnix tenuis: 20 90 min 1 con 3,50 mg de N/100 ml de medio
en 60 dias; 114 b 75 min 1 con 3,41 y 114 b 90 min 7 con 3,22,
Las diferencias entre ellas no son significativas pero si son
significativas las diferencias entre este grupo y las restantes
(test de Tuckey, p<0,01) cuyos valeres de fijacién van de 0,71
a 2,97 mg de N/100 ml de medio en 60 dias.

Los valores de fijacién obtenidos han sido comparados con
los citados en la literatura por otros autores en el punto 3 de
Resultados y Conclusiones.
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8- INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON LUZ U.V. SOBRE LA CAPACIDAD DB
FIJACION

Se analizaron estadisticamente las cepas con mayor nGmero
de datos: Nodtoc punctiforme (N2 90)Nostoe muscorun (N2115) y
Tolypothnix tenuis (N2 114b). El cuadro N2 12 indica los resul-
tados estadisticos con respecto al N fijado y el N2 13 los datos
promedio de fijacién de N para cada tiempo de irradiacién con U.V,,
en las cepas mencionadas.

CUADRO N2 12: Andlisis de varianza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F P
variacién cuadrados 1libertad medio

Diferencia en- 5,01703 2 2,50851 9, 48948 <0,001
tre cepas

Diferencia en-
tre 6 tiempos
(0-20-40-60- 15,33609 S 3,06722 11,60300 <0,001

75 y 90 min)

Diferencia en-
tre tratadas
y no tratadas
con U.V.

11,19008 1 11,19008  42,33101 <0,001

Diferencia en-
tre 5 tiempos
(20-40-60-75 2,99752 4 0,74938 2,83483 <0,05

y 90 min)

Error 7,40172 28 0,26435
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CUADRO N2 13: Nitr6geno fijado en mg de N/100 ml de medio de cul-
tivo. Valores promedio para c/cepa y tiempo de i-
rradiacién.

Tiempos de irradiacién (min)

Cepas

0 20 40 60 75 90
Nostoc punctiforme 4,30 2,38 1,42 - 1,22 1,39
(N2 90)
Nostoc musconum 4,10 - 1,85 1,87 1,66 1,84
(N2 115)
ToLypothix tenudis 4,12 - - 2,65 2,57 2,70
(N® 114b)

-: no se obtuvieron cepas axénicas.

Las diferencias entre los valores de fijacién de 1las
cepas analizadas son muy significativas (F 2,28=9,49; p<0,001).
Lo mismo ocurre entre las no irradiadas y las irradiadas axénicas
(F 1,28= 42,33; p < 0,001).

La menor capacidad de fijacién de las cepas irradiadas axé-
nicas con respecto a las originales puede deberse: 1- al efecto
mutagénico del U.V.sobre el DNA algd; 2- a la eliminacién de
contaminantes bacterianos no fijadores, 1o que podria implicar
la pérdida de interacciones alga-bacteria que favorecieran la fi-
jacién de N, por parte del alga y 3- a la eliminaci6én de conta-
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minantes fijadoras y en este caso el monto total serfa l6gica-
mente menor.

También son significativas las diferencias entre los va-
lores de fijaci6n obtenidos a los diferentes tiempos de irradia
cién empleados (F 4,28= 2,83; p<0,05). Pero dado que no se
obse;va una disminucidén marcada a medida que aumenta el tiempo
de irradiacibén, no podemos asegurar que a mayor irradiacién
con U.V., mayor sea el dafio producido con respecto a la carac-
teristica estudiada. Dado que se obtuvieron subcultivos axéni
cos con 20 min de irradiacién s6lo en la cepa Nostoc punctiforme
(N2 90) y no tenemos representantes de las otras dos cepas es-
tudiadas estadisticamente (Cuadro N® 6), consideramos que este
valor no seria muy representativo, aunque muy probablemente sea
el responsable de la diferencia obtenida en el anflisis de varian
za de los distintos tiempos de irradiacién. Consideramos ademés
que no hay diferencia entre los distintos tiempos de irradiacién
desde 40 min hasta 90 min y por lo tanto el mejor tiempo seria,
como en el caso del contenido proteico, 90 min, lapso de irradia-
cién que asegura un buen porcentaje de cepas axénicas. Estos re-
sultados podrian deberse a que estamos en la dosis mixima a partir

de 40 minutos.

Por otra parte podemos suponer que la dosis aplicada no es
proporcional a la dosis efectiva. Esto puede deberse a que es
factible que algunas células circunstancialmente mis protegidas
por el mucilago o por otras capas celulares o por otros factores,
no resulten afectadas y crezcan posteriormente.

Cabe sefialar que en todos los casos se irradi6é una poblaciébn.
En estas condiciones es muy probable que se hayan dado mutaciones
en distintas direcciones para los diferentes integrantes de la po-
blacidén independientemente de la edad o del estado fisioldgico. El
resultado final serfia la suma de los efectos, no siguiendo necesa-

riamente una tendencia lineal.

Dado que la diferencia en el N2 fijado entre las cepas no
irradiadas y las irradiadas axé&nicas es muy significativa (Cuadro
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N2 12), podemos concluir que si bien 1la luz U.V. no anula la ca-
pacidad de fijar NZ’ la reduce considerablemente (Cuadro N2 13).
Puesto que la condicién axénica es indispensable para comprobar

dicha propiedad fisiol6gica, la purificacién de los cultivos con
luz U.V. es adecuada para este prop6sito, no asfi para determinar
exactamente el valor de fijacién.

Para obtener un valor mis aproximado podria recurrirse po-
siblemente a otros métodos de purificacién que en general, en
el caso de las cianofficeas, son largos y tediosos y con pocas
probabilidades de éxito. Estos métodos al no dafiar el DNA, darian
un valor mis aproximado, siempre y cuando la disminucién de la
capacidad de fijaci6én no se debiera principalmente a la elimina-
cién de las bacterias contaminantes.

Estas consideraciones destacan que la eliminacién de conta-
minantes aunque &stos no sean fijadores, sea por U.V. o por cual-
quier otro método, no nos asegura que el valor de fijacién obte-
nido corresponde al de las condiciones naturales, dado que en to-
da asociacién hay interacciones que pueden modificar la capacidad

de fijacién.

Otra posihilidad para conocer el valor de fijacidn de una
cepa dada serfa aislar sus contaminantes y establecer la posi-
ble capacidad de fijacibén de los mismos. En el caso de no haber
contaminantes fijadores el valor de fijaci6n obtenido a nivel
unialgal serfia el mds préximo al real en esas condiciones.

Al determinar la capacidad de fijaci6én de una cepa axénica
no se trata de medir el valor real de fijacién lo cual es précti-
camente imposible, sino de establecer si es o no fijadora.
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De acuerdo a lo expuesto hemos logrado 40 cultivos axéni-
cos con luz U.V. para 8 cepas de las 9 tratadas. Se corrobord
la eficacia de este método de purificaci6én, su rapidez, manipu-
leo sencillo y alta probabilidad de éxito. De los diversos
tiempos de irradiacién ensayadas (20, 40, 60, 75 y 90 minutos),
con 90 min se obtuvo el 40 % de los subcultivos axénicos con un

buen porcentaje de viabilidad (66,66 %).

La viabilidad fue muy poco afectada por la irradiacifn ya
que de 720 subcultivos irradiados creci6 el 75 %, siendo mayor
en las Scytonemataceae que en las Nostocaceae, de donde se in-
fiere que las cepas estudiadas son muy resistentes al U.V., ca-
racteristica ya sefialada en algas azules por otros autores, y
debida en gran parte a que poseen mecanismos para reparar el da-
fio fotoquimico a su DNA, similares a los observados en bacterias
(fotorreactivacién a la luz visible y reparacién en oscuridad),
ademis de poseer caracteristicas morfolégicas peculiares.

Con la técnica de irradiacién utilizada se observ6 una re-
duccidén estadisticamente significativa en el contenido proteico
y en el monto de fijaci6bn de N2 de las cepas estudiadas, reduc-
cidén que puede deberse a la accién deletérea de la irradiacién
y/o a la eliminaci6én de las interacciones alga-bacteria.

Se seleccionaron cepas con alto contenido proteico, compa-
rable al de otras especies de algas azules ya utilizadas en la
alimentacién. Tal es el caso de Scytonema hofmanni (58) con
48,5 % de contenido proteico. Seria de interés estudiar en el
futuro el balance de sus aminodcidos esenciales a fin de esta-
blecer el valor nutritivo de esta posible fuente no convencio-

nal de proteina.

Se determiné la capacidad de fijaci6én de 8 cepas aisladas
de arrozales de la Argentina: Nostoec muscorum (N2 23, 60a y 115)
Nostoc punctifonme (N2 90),Scytonema hogmamdi (N2 13 a y 58) y
Tolypothnix tenuis (N2 20 y 114b), pertenecientes a las familias
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Nostocaceae y Scytonemataceae, siendo esta Gltimas mejores
fijadoras de NZ'

Se han seleccionado, a nivel ax&nico y no axénico, cepas
buenas fijadoras con miras a su aplicacién en la agricultura
como biofertilizantes tales como Scytonema hofmanni (N2 58)
con 7,93 mg N/100ml de medio de medio de cultivo mineral en
60 dias en condicién unialgal sin irradiar y Tolypothndix tenuis
(20 75 min 2) con 4,58 mg N/100 m1 de medio en el mismo tiempo
y en condicién axénica. El1 valor de fijacién de esta Gltima
es similar al de otra cepa de Tolypothrix tenuis (5,2 mg N/100
ml de medio mineral en 60 dfias) utilizada por Watanabe en arroza
les de Jap6n con excelentes resultados como abono verde.

Si bien la obtencién del cultivo axénico es indispensable
para asegurar fehacientemente la capacidad de fijaci6én de una
cepa, dado que los resultados obtenidos indican un mayor valor
para las originales sin irradiar, son estos cultivos los que
conviene utilizar para obtencién de biofertilizantes. Ademés
el empleo de cepas no axé&nicas implica por supuestos una ma-
yor simplicidad en el manejo de las mismas y un menor costo
de produccién. Cabe sefialar por otra parte que una vez incor-
poradas al suelo no se puede asegurar que se mantenga el valor
de fijacidn determinado en el laboratorio, puesto que las al-
gas estarin sujetas a las interacciones con los otros organis-
mos que comparten el hdbitat.
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