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INTRODUCCION

Las algas azules, tanto continentales como marinas, son
de gran importancia ec6logica porque representan un aporte con
tinuamente renovado de materia orgdnica, liberan y producen
sustancias con actividad bi6flogica y en numerosos casos fijan
nitré6geno atmosférico.

Las primeras referencias sobre el efecto fertilizante de
las algas y su aplicacién en la agricultura nos ha llegado por
tradici6én de los pafses del norte de Europa y Asia, donde se
incorporaban al suelo los arribazones de diversas algas marins
observindose una relacifén directa entre el monto de materia or
glnica asi agregado y la productividad de dichos suelos (Booth,
1966; Stephenson, 1968).

Con miras a su aplicacibén en la agricultura se encar§ en
el presente trabajo de tesis el estudio de extracto algales Yy
productos extracelulares de un cultivo axénico de una cianofi-
cea (Tolypothrnix tenuis) sobre plintulas de mafiz.

Este trabajo ha sido desarrollado de acuerdo al siguiente
plan:

1) Obtencién de extractos etéreos y acuosos a partir de la
masa algal, para imbibicién de semillas.

2) Obtencién de productos extracelulares a partir del medio
de cultivo donde crecieron las algas para utilizarse en:
-imbibicién de semillas, -riego de pldntulas, -pulveri-
zaci6én de pldntulas, -riego y pulverizacién de pléntulas

3) Se evaluaron los siguientes pardmetros; % de germinacién
de las semillas, altura, ntimero de hojas, peso seco ycon
tenido proteico de las pléintulas.



ANTECEDENTES

1.- Importancia de la propiedad de fijar nitr6geno

Con respecto a las algas de ambientes continentales, des
de los trabajos de Frank (1889) y de otros investigadores del
siglo pasado y comienzos del actual, se consider§ la posibili-
dad de que algunas especies fuesen capaces de fijar nitrégeno
atm6sferico similarmente a 1o que ocurre con determinadas bac-
terias. Es s6lo a partir de la obtencién de cultivos axé&nicos
que pudo verificarse fehacientemente que de todos los grupos al
gales solamente algunas especies de algas azules o Cyanophyta po
seen esta propiedad (Drewes, 1928; Allison et al, 1930-1937;
Fritsch et De, 1938; De, 1939; Fogg, 1942; etc). La comproba-
cién de esta caracteristica fisiolégica confirié a dichas espe
cies un papel significativo en la economia del nitr6geno en la
naturaleza, ya que la conversién del nitrégeno molecular a la
forma orgfinica mediante organismos fotoaut6trofos representa el
medio mds directo de aprovechar la energfa solar para incremen-
tar el monto del nitr6geno disponible. En cambio, en el caso
de las bacterias fijadoras de nitrégeno, con excepcibén de las
fotosintéticas, se requiere energia exégena (por cada mg a 10
mg de nitr6geno fijado, 1 g de carbohidrato segGn Stewart,1967).
Por 1o tanto, un manejo adecuado de las algas permitiria utili-
zarlas para incrementar la productividad de suelos y ambientes
acuiaticos (Allen, 1956).

En 1938 Fritsch y De y en 1939 De, fueron los primeros en
sugerir que la fertilidad de los arrozales, tanto de la India
como de otras regiones tropicales y sub tropicales de Asia, don
de las parcelas destinadas a este cultivo mantienen su rendimien
to sin requerir el agregado de fertilizantes, podfia explicarse
por la presencia de algas azules fijadoras de nitr6geno molecular,
a las que consideré responsables de la provisién de nitrégeno.
También Watanabe (1960 b); Venkataraman, (1966); Mayland et al.



(1966) ; etc., consideran que el nitrégeno algal es utilizado por
las plantas superiores después de su conversién por bacterias del
suelo a formas inorgdnicas tales como amoniaco o nitrato, consi-
derando que la flora bacteriana presente en el suelo es un factor
muy importante en la prictica agricola.

Una serie de trahajos posteriores confirmaron los resulta-
dos de De. A partir de entonces, en distintos paises se realiza-
ron investigaciones con el objeto de aplicar estas algas en 1la
agricultura como biofertilizante, principalmente en el cultivo

de arroz.

En Japén, Ukai et al. (1958), seleccionaron una cepa de
Tolypothnix tenwis con alta capacidad de fijacién y estudiaron la
influencia de diferentes factores (luz, temperatura y composi-
cién del medio) sobre su crecimiento y velocidad de fijacién de
nitr6geneo molecular. Dicha cepa puede crecer auto o hetero-
tr6ficamente en oscuridad en un medio que contenga una mezcla de
aminodcidos como fuente nitrégenada y glucosa como fuente de e-
nergia (Watanabe, 1975 b).

Actualmente, se preparan cultivos masivos de la citada ce
pa (Watanabe, 1959 a; 1960 a) para utilizarlos como abono verds
los cuales se obtienen efectuando los siguientes pasos: 1) agi-
tacién del cultivo en frascos comunes; 2) pasaje a un tanque a-
séptico de 30 litros con agitacién y 3) cultivos de circulacibn
cerrada al aire libre utilizando una bolsa de poca altura de po
livinilo o con un sistema de burbujeo abierto.

T. tenuis (Watanabe, 1959 b) puede preservarse viable duran
te aproximadamente 2 afios, ya sea por liofilizacifén o por adsor-
cién en una grava especial de poro fino. Al ser incorporada alc
arrozales como abono verde (Watanébe1956¢W6Gay1962becompruebaln
incremento progresivo en el rendimiento de la cosecha hasta akan
zar un 20% al cuarto afio. El1 autor atribuye este incremento,que
aumenta afio tras afio, a 1la implantacién de la flora algal.



Watanabe (1975 a), en un trabajo en el que se emplean las
mismas técnicas antes citadas para la obtencién de cultivos ma-
sivos, indica las siguientes normas para la inoculacién y para
asegurar el establecimiento de las algas en los arrozales:

1) espolvorear 1imo en el agua del arrozal antes de agregar al-
gas, a fin de disminuir la acidez y favorecer el posterior

crecimiento del iné6culo.

2) aplicar fertilizantes fosfatados y molibdeno para favorecer
el crecimiento algal y el proceso de fijacibén de nitréSgeno.

3) aplicar pesticidas (Folidol 250 p.p.m., paration 250 p.p.m.)y
también pentaclorofenol (PCP, 100 p.p.m.) que suprime el cre
cimiento de las cloroficeas sin efectos deletéreos sobre al-

gas azules.

En la India los mejores resultados se obtuvieron con el a
gregado al suelo de Aulosina fertilissima. Con esta especie Singh
(1961) observa un incremento en la produccién de granos de arroz
368% en maceta y 114% en condiciones de campo.

Sundara Rao et al. (1963), con la misma especie, observa
diferencias significativas en distintos parimetros en experien
cias realizadas en macetas con plantas de arroz cuando agrega
una suspensién de algas.

Subrahmanyan et al. en 1964, (segGn Watanabe 1975 b) uti
liza una mezcla de especies (Nostoe sphaericum, N. amplLissium, Toly-
pothnix campylonemoide y Westiella sp.) y observa un incremento del
30% en el rendimiento de la cosecha, en un ensayo a campo con
un cultivo de arroz.

Venkataraman (1969), desarrolld una técnica similar a la
de Watanabe para la obtenci6én de cultivos. Dicha técnica consis
te en precultivos, cultivos enErlenmeyers y en tanques de 200
litros. Para preservar estos cultivos y con el objeto de man-
tener viables los in6culos a utilizar en el campo, dicho autor
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propuso en 1961 mezclar partes iguales de arena de cuarzo esté-
ril y de suspensi6én algal, dejando al sol hasta desecacibén. Se
conserva en frascos o bolsas de papel (hasta dos afios) para ser
incorporadas al suelo en el momento necesario. Como con esta t&
nica se obtenia un desarrollo algal pobre por hundimiento de la
mezcla en el suelo, Venkataraman, propuso en 1966 el uso de tro
zos de esponja sintética previamente incubados con una suspensién
algal, Estos trozos también pueden ser almacenados secos ha

ta el momento de su aplicacién. Presentan la ventaja de flotar

en el suelo inundado de los arrozales y pueden recuperarse an-

tes del secado del campo, para usarse en futuras inoculaciones.

Este autor. considera como requisito importante el conocimiento

de la flora algal indigena, dado que el refuerzo de la flora au
téctona proporciona resultados mis rdpidos y seguros. Cabe sefia
lar que la introduccién exitosa de una cepa o el refuerzo de cier
tas formas fitiles depende principalmente de su capacidad para
competir con los otros organismos del habitat. Venkataraman,de
signé algalizacién al agregado de algas al suelo.

Recientemente se ha desarrollado un método rural simple en
el Instituto de Investigaciones Agricolas (IARI) de Nueva Delhi
(Venkataraman, 1977 a). El1 mérito de este método reside en que
puede realizarse en forma continua, no requiere una gran inver-
sién de capital y no tiene complicacionés técnicas, siendo por
lo tanto muy f4cil de adoptar por los agricultores. El cultivo
inicial es una mezcla de varias especies fijadoras provista por
dicho Instituto a bajo costo. E1l agricultor debe hacer piletas
de ladrillo o chapa galvanizada de 2 m x 1 m x 0,22 m, donde se
agrega 8 a 10 kg de suelo, 200 g de fosfato, y 2 g de molibdato.
Las piletas se llenan con agua hasta una altura de 5 a 10 cm y
se controla el pH del suelo (7 a 7,5). Cuando el suelo sedimen-
ta se esparce el in6culo en la superficie (400 g de algas se-
cas para las medidas antes indicadas). Se riega perif6dicamente
a fin de mantener un nivel adecuado. Cuando se alcanza un buen
desarrollo algal se suspende el riego y se deja secar al sol.



Luego se cosechan las algas que presentan el aspecto de cos-
tras, y en este estado se almacenan en bolsas hasta su uso en
el campo. Esta operacién se repite contando asi con una pro-
visidén continua de biofertilizante. Para sembrar la pileta bas
ta una pequefia cantidad de las algas cosechadas. Cada recolec
cién representa 1,5 a 2 kg de material algal. Las drogas agre
gadas son suficientes para 3 a 4 cultivos algales en pileta .
La algalizacibén se realiza con 8 a 10 kg de alga seca /ha/co
secha.

SeglGn Agarwal (1979), estas experiencias revelan que:

1) en ausencia total de fertilizantes quimicos, las al-
gas azules pueden fijar de 25 a 30 kg de N/ha por co
secha, dando como resultado un aumento del 10 al 15%
en la produccién del grano.

2) cuando se usan fertilizantes quimicos la dosis puede
ser reducida en 1/3 y se suplementa con algas azules
para obtener la misma produccién.

3) ain cuando se usan los niveles totales de fertilizan
tes quimicos recomendados, la complementacién con al
gas azules es beneficiosa dando una mayor produccién
del grano.

Los cientificos del IARI han encontrado que las algas a
zules pueden mantenerse casi permanentemente en los campos de
los agricultores si la inoculacién se repite por 3 6 4 cose--
chas sucesivas. Esto asegura el desarrollo de una produccién
apreciable sin requerir inoculaciones posteriores a menos que
se den condiciones ecolfgicas muy desfavorables.

Trabajos similares se estdn realizando actualmente en E
gipto, Marruecos, Senegal, etc. con resultados en general con-
cordantes con los obtenidos por el IARI de Nueva Delhi. En Fi
lipinas, el Instituto de Investigaciones del Arroz informé que
la fijacién de nitr6geno determinada "in situ" con 5N en a-
rrozales a los que se les habia incorporado algas vari6 de 40
a 80 Kg de N/ha/ afio. Con la misma técnica se demostr6 que el



nitrb6geno fijado y liberado por algas es efectivamente tomado
por las plantas de arroz.

En la actualidad en los arrozales, se ha comprobado que
la fijacién debida a las algas azules es 2 a 6 veces mayor que
la fijaci6n asociada con las plantas en las estaciones hfimeda
Y seca respectivamente. (I. Watanabe et al., 1978).

Con respecto al agregado de algas a otros cultivos, la
informacién es escasa y se refiere tan s6lo a ensayos en ma-
ceta. E1 agregado de Calothrix anomala, masa algal y/o adiciona
da de urea, a cultivos de Capsicum annum y Lactuca sativa mostré
que la aplicacién combinada (urea-alga) era mis efectiva que
aplicadas por separado, obteniéndose un aumento de peso en las
plantas de Lactuca sativa y mejor produccién de frutos en Cap-
s4icum annum (Dadich et al. 1969). Se observ6 también mayor con
tenido de nitr6geno en plantas de cebada tratadas con algas,y
en cultivos de tomate la inoculacién con Tolypothnix tenuis pro -
duce un aumento significativo en el contenido de vitamina C
(Fuller et al. y Aiyer et al.respectivamente, segin Dadich et
al., 1969).

Singh (1961) también observa que el agregado de floracio
nes de algas azules a cultivos de cafia de azficar produce un e-
fecto benéfico.

U marova et al. (1972) y Kogan et al. (1972), (citados
por Venkataraman, 1977 b), observaron que las cianoficeas aumen
taban la produccién de algod6n en Rusia, tanto en presencia co
mo en ausencia de nitr6geno combinado.

2.- Importancia de las sustancias con actividad biolégi-
ca presentes eén _la masa algal

Gupta * (1966), al estudiar la flora algal de los arroza

* Gupta como De (1939) consideran que las algas azules son las
predominantes en los arrozales. El primer autor encontré que
de 58 especies identificadas, 47 correspondian a cianoficeas.



les de 1la India, sefial6 que las algas, asf como los demds vege
tales, contienen sustancias promotoras del crecimiento de indu
dable efecto beneficioso en el desarrollo de este cultivo, in-
dependientemente de la posible capacidad de fijar nitr6geno mo
lecular que puedan tener algunas especies. En ensayos prelimi-
nares con extractos algales de especies fijadoras (Fischerella muw
cicola, Scytonema hofmanni y Nostoc sp.), comprob8§ que los mismos ace
leraban 1la germinacién de las semillas de arroz, concluyendo
entonces que el crecimiento algal puede resultar beneficioso
por la fijacién de nitrégeno y también por el aporte de sustan
cias con actividad biol6gica inductora.

En una serie de trabajos, Gupta y colaboradores sefialaron
el efecto de extractos algales obtenidos a partir de masa algdl,
sobre diversos cultivos:

Gupta y Lata (1964) estudiaron el efecto de extractos alga
les etéreos y acuosos de especies no fijadoras de nitrégeno so
bre la germinacién de semillas de arroz. El1 efecto benéfico es
t4 restringido a los extractos diluidos y a imbibiciones de las
semillas en los mismos por tiempos cortos, dado que tiempos pro
longados reducen el porcentaje de germinacién. Las cepas estu-
diadas fueron: Phowmidium foveolarum, P, corniumy P. autumnale.Con la
primera especie, muy frecuente en los arrozales, se observa que
todos los extractos ensayados aceleraron la velocidad de germi
nacién, obteniéndose el porcentaje de germinacién mids efectivo
con una imbibicién de las semillas por 24 horas en el extracto
acuoso 1%. En el mismo cultivo, Shukla y Gupta (1967), observan
que el extracto acuoso al 5% de P. foveolarum es el mis efecti
vo en cuanto a productividad (peso seco de: planta completa ,
todas las espigas por planta, de una espiga y de 1000 granos)y
contenido proteico del grano. También los extractos etéreos 1y 5%
muestran efectos positivos sobre el crecimiento vegetativo y
contenido proteico del grano. Gupta y Shukla (1967), cuando
embeben semillas de arroz en extractos acuosos y etéreos de dis
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tintas especies de Phoamidium , observan diferencias al conside-
rar distintos pardmetros del crecimiento vegetal (altura de la
planta, nGmero y ancho de las hojas, largo de la raiz prindpal
y de las laterales, ntimero de rafices laterales, etc.). Asi con
P. {faveolarum, el extracto etéreo 1% muestra un efecto benéfico,
con respecto a los parimetros antes indicados. De los acuosos,
el 5% es el mejor con excepcién del largo de la rafz principal.
Con P. tenue los mejores valores se obtienen con los extractos

al 1% (etéreo y acuoso), en tanto que P. frigidum mostr6 los me
jores resultados con el extracto etéreo 1%,

De las tres especies estudiadas P. foveolarum es la que
muestra los mejores efectos en cuanto a: altura de las plantas;
nGmero, largo y ancho de las hojas; ntmero de macollos; peso se
co de las plantas; peso seco de todas las espigas por planta ;
peso seco de una sola espiga; peso de 1000 semillas y contenido
proteico. Los autores concluyen que el tratamiento con estrac
tos algales no s6lo puede aumentar el crecimiento y productivi-
dad del arroz sino que también puede mejorar la calidad de los
granos producidos, ya que estos son mis ricos en proteinas.

Continuando con el estudio de los efectos de extractos de
la masa algal sobre el desarrollo de cultivos de interés econé
mico Gupta y Kushwaha (1970) y Kushwaha y Gupta (1970 a) traba
jaron con la cepa de P. foveolarum antes citada y plédntulas de di
ferentes variedades de trigo (Tniticum aestivum). Comprobaron en
cultivos en maceta, que el tratamiento de preimbibicién de las
semillas en dichos extractos (acuosos o etéreos) producen todos
un efecto benéfico sobre la productividad tanto con respectoal
nGmero y peso de los granos, como con respecto al peso seco to
tal de la planta, largo de la raiz principal y laterales y lar
go de la pltmula;siendo leve el aumento del contenido proteico
del grano. Ademis observaron que para algunas variedades de
trigo el extracto mds efectivo es el etéreo al 2% siendo para
una de ellas el etéreo al 1%, aunque las diferencias no sonmuy
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apreciables; de los extractos acuosos, el 5% es el mejor para
todos las variedades. Las parimetros considerados fueron:pe
so seco total, peso seco de las partes vegetativas, peso seco
de las espigas, peso seco de los granos por espiga Yy peso se
co de los granos ﬁor planta. La productividad por grano aumen
ta con todos los tratamiento y en todas las variedades, y --
especialmente en los extractos etéreos 1 y 2%.

Continuando con el mismo cultivo ( Taiticum aestivum)Guptay
Kushwaha (1972), estudiaron el efecto combinado de preimbibi
ci6n de las semillas y pulverizacién de las plantas con extrax
tos algales de P. foveolarum. Observaron en general un efecto be
néfico sobre el crecimiento, desarrollo y productividad de to
das las variedades de trigo estudiadas. Las plantas se pulve
rizaron por primera vez al mes de la siembra repitiendo el tra
tamiento al segundo y tercer mes. Las observaciones se hicie-
ron sobre el nimero de macollos y espigas y una vez cosechado
sobre el peso total de las plantas, peso de las espigas y de
los granos por 100 plantas.

En cuanto al efecto de la preimbibicién, los mejores re
sultados se obtuvieron con el extracto etéreo (2% para algunas
variedades y 1% para otras); de los extractos acuosos, el 5%
di6 los mejores resultados para todos los tipos de trigo inves
tigados.

Las plantas pulverizadas con extractos (etéreo al Zf Yy
acuoso al 5%) obtenidas sin preimbibicién de las semillas mues
tran buenos resultados. Pero, el efecto combinado de preimbi
bicién y pulverizacién resulta 6ptimo, pues los efectos bené-
ficos en las plantas que recibieron preimbibicién son aumenta
dos con la pulverizacién. Las plantas pulverizadas con extrac
tos etéreos no s6lo muestran un mejor desarrollo de los maco-
llos y espigas, sino tambi&n un aumento marcado en el peso de
las espigas y productividad del grano (en gm/100 plantas)y en
peso total de las plantas.
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En general, los mejores resultados son obtenidos con pre-
imbibicién y pulverizacién con extractos etéreos al 2%. También
las plantas pulverizadas con extractos acuosos muestran un au-
mento similar en el ndmero de macollos y espigas, peso seco de
las espigas, productividad del grano y peso total de la planta.
Dichos autores observaron también resultados beneficiosos en el
desarrollo de macollos, espigas y aumento de la productividad,
cuando aplicaron tratamientoscombinados preimbibicién con extractos
etéreos o acuwosos y pulverizacibn con extractos acuosos o etéreos.

En plidntulas de arveja, Gupta y Gupta (1970) con extractos
algales de P. foveolarum observaron un efecto benéfico en el lar-
go de la rafz principal, nGmero de rafces laterales, longitud del
tallo y del primer entrenudo.

Dados los resultados promisorios obtenidos con extractos
algales de varias especies de Phownidium sobre arroz, trigo, ar
veja, Kushwaha y Gupta (1970 b) investigaron dos variedades de
mafz, cultivo de interés econémico, observando un efecto benéfi
co en el crecimiento y desarrollo de dichas plantas. Con res-
pecto al largo de la plGmula los mejores resultados se obtuvie-
ron con el extracto etéreo 1 y 2%,siendo el 2% el mds efectivo
de los acuosos.

Gupta y Agarwal (1973) sugieren que ambos tratamientos
(preimbibicién de semillas y/o pulverizacién de plantas) con
extractos de P. foveofanrum, ejercen un efecto benéfico sobre
el crecimiento, productividad y contenido proteico de diferen-
tes cultivos debido principalmente a la presencia en estos ex-
tractos de una sustancia tipo giberelina con actividad biolégica.

Venkataraman y Neelakantan (1967) demostraron que el cuer
po algal contiene ademis de compuestos nitrogenados sustancias
biol6gicamente activas como vitamina Bi, ¥ de tipo auxinico que
pueden contribuir considerablemente a la accién fertilizante del
alga,lo cual fue probado para plantas de arroz.
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Caire et al. (1976) estudiaron la accién de extractos a-
cuosos y etéreos de masa algal de Nostoc muscorum Ag. (79a) so-
bre germinacién y crecimiento de plantas de mijo (Panicum milia-
ceum L.) mediante tratamiento de preimbibici6én de las semillas
A los dos dias de la siembra se observa que todos los extractes
aumentaron significativamente la velocidad de germinacién de
las semillas con respecto al testigo hGimedo (p£ 0.05). Los ex
tractos mis efectivos son los etéreos y especialmente el mis di
luido lo que indicaria que las sustancias con actividad biol6~
gica contenidasen la masa algal son solubles en €ter. Todos
los extractos producen incrementos en la altura de las pldntas
(medidas a los 28 y 39 dfias de la siembra). A los 39 dias , o
sea al finalizar la experiencia, se observa que todos los ex-
tractos producen un incremento del peso seco con respecto al
testigo hGimedo. El1l mayor aumento (22,6%) correspondi6 al ex-
tracto acuoso sin diluir.

También se observa que diferentes concentraciones del ex
tracto acuoso diluido son significativamente eficientes en el
control de un ataque de '"damping off".

Ademds, se ha estudiado en nuestro laboratorio el efecto
de extractos algales sobre micoorganismos: hongos y bacterias
(Mulé, et al. 1076 y 1977). Se probaron extractos de N. muscorum
cepa N2 79 a) sobre el desarrollo del hongo Cunninnghamella blakes
keana (-) y se comprob6 que los extractos acuosos contienen al
guna sustancia con actividad biolégica inhibitoria para el de-
sarrollo de este hongo. Con respecto a la bacteria Staphylococ-
cus auwreus se encontré que los diferentes extractos algales de
Aphanothece stagnina son inductores o inhibidores del crecimiento.

Jacq et Roger (1977) mostraron que la siembra de granos
de arroz pregerminados en un cultivo de cianoficeas disminuye
notablemente la pérdida dé semillas debido a la oxigenacién
del medio. El oxigeno liberado por las algas favorece la for
macién de sulfatos, evitando asfi el efecto perjudicial de los
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sulfuros. Esta accién s6lo se manifiesta en condiociones 6ptimas
de cultivo (siembra poco profunda y suelo no sumergido). Las ex-
periencias en cultivo hidropénico permitieron a los autores pre-
cisar el modo de accién de esta técnica que ademds refine las ven-
tajas de una pregerminacién en presencia de productos que acele-
ran el desarrollo de la pldntula y de un agregado de algas al sue-
lo.

3.- Productos extracelulares

Actualmente se sabe que las algas azules producen una gran
variedad de sustancias extracelulares. Dichas sustancias desem-
pefian un papel importante en el crecimiento y fisiologia algal,
asi como también en cadenas alimenticias acufticas y ecosistemas
en general.

3.1. Naturaleza de los productos extracelulares

Entre los principales productos liberados al medio se pue-
den citar:

Carbohidratos: polisaciridos simples en Anabaena sp.y Nostoc
4p. y azficares simples en Nostoe &p.,Calothnix sp. , Scytonema sp.
(Hought et al. 1952; Drew y Smith, 1967; Richardson et al.,
1968; Moore y Thischer, 1965; Bishop et al., 1954; Smith et al.,
1969; los tres filtimos autores segfin Hellebust 1974).

Fogg (1952) en Anabaena cyfindrica encontré que la velocidad
de produccién de pentosa en diferentes estados de desarrollo pue
de ser comparada con la de nitr6geno combinado y aumenta con la
edad del cultivo.

Las cantidades liberadas pueden representar una fraccién
considerable del carbono incorporado por fotosintesis durante
el crecimiento activo (28% en Anabaena fLo0s-aquae, Moore ami Tisher,
1965, seglin Hellebust, 1974).
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Acidos orglnicos: el acido glic6lico es en general el mis

cominmente liberado por las algas. Dicha liberacién est4d favo-
recida por condiciones donde el C02 limita la fotosintesis, da-
do que la ribulosa 1-5 difosfato carboxilasa (ademis de carboxi
lar 1la ribulosa 1-5 di P), posee funcién de oxigenasa, clivan-
do la ribulosa 1-5 difosfato en cantidades equimoleculares de
4cido fosfoglicérico y fosfoglic6lico. Este Giltimo es desfosfo-
rilado y excretado como glicolato. Las condiciones del medio

que favorecen este clivaje oxigenativo son: aerobiosis, aporte 1i
mitado de CO2 y altas intensidades de luz. Se ha demostrado que
el glicolato ex6geno no permite el crecimiento de cianoficeas en
presencia de diclorometilurea (DCMU) y a la luz. Esto no exclu-
ye la posibilidad de la fotoasimilacién del glicolato a un nGmero
restringido de caminos metab6licos. Tal proceso serfa anidlogo a
la fotoasimilacibén del acetato que puede contribuir aproximada-
mente en un 10% a los compuestos carbonados sintetizados en con-
diciones fotoautotr6ficas de crecimiento (Stanier y Cohen-Ba:zire,
1977).

Los estudios realizados hasta el presente indican que la can
tidad de glicolato liberado varia considerablemente para las dife_
rentes especies: Coccochlornis, Anacystis, Oscillatonia (Hellebust , 1965;
Dohler et al., 1971 y Cheng, 1971).

Sustancias nitrogenadas: Las algas azules liberan al medio

una gran proporcidén de sus sustancias nitrogenadas asimiladas

(Fogg 1952, 1966; Jones y Steward, 1969 a y b). Anabaena cylindrica

en cultivos en activo crecimiento libera aproximadamente el 30%

de su nitr6geno orgidnico (Fogg 1952). Cantidades similares de nitré-
geno extracelular, 14 a 42%, han sido citadas para otras algas azules
fijadoras de nitrégeno: Tolypothnix tenuis, Calothnix brevissima,
Anabaenopsis sp.,Nostoc sp. (Watanabe, 1951). Calothrix scopulo-

num libera alrededor del 40% del nitr6geno fijado, y es posible

que inmediatamente después de transferido a condiciones de crecimien
to menos favorables la proporcidn liberada sea mayor. Por lo tan-
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to en el campo, donde se producen grandes cambios, es posible que
el alga libere un gran porcentaje de lo que fija (Jones y Stewart,
1969 a).

Los datos sobre la tasa de compuestos nitrogenados intra vy
extracelulares, obtenidos en experimentos con 1SN, muestran  que
la liberacién de nitrégeno orglnicos no estd especificamente aso-
ciada con el proceso de fijaci6én (Stewart, 1964).

En algunos casos puede haber liberacién de amonfiaco, pero
la mayor proporcién de nitrégeno extracelular liberado esti en
forma de polipéptidos y s6lo se encuentra una pequefia cantida
de aminodcidos 1libres (Watanabe, 1951; Fogg, 1952; Taha y El Re-
fai, 1962; Whitton, 1965; Jones Yy Stewart, 1969 a; Meffert y Zi
mmermann-Telschow, 1979).

Watanabe (1951) trabajando con Calothnix brevissima, Anabaenop
448 8p, Nostoc sp. y Tolypothrnix tenuis encontr6 liberacibébn de amino-
cidos s6lo en esta filtima especie (ac. aspdrtico, ac. glutamico,
y alanina). Estos mismos aminodcidos fueron citados por Venkata
raman, et al. (1964) para el ficobionte de Cycas revofuta. Singh y
Trehan (1973 a) hicieron el andlisis cualitativo de aminodcidos
extracelulares de Aulosira fertilissima y de Anacystis nidubans y deter
minaron que liberan ac. glutdmico, aspirtico, prolina y valina.El
dcido glutdmico esti siempre presente en el medio de cultivo de
Aulosina ferntilissima pero no en el de Anacystis nidulans.

Taha y E1 Refai (1962) encontraron que Nostoc muscorum libe
ra al medio nitr6geno en forma de nitratos, nitritos, amoniaco,
amidas y amino nitr6geno. Los finicos aminodcidos libres presen
tes en el medio de cultivo fueron el dcido aspirtico y el gluti
mico. Luego de la hidr6lisis se detect6: serina, glicina, ala-~
nina y tirosina, presumibles componentes de ios polipéptidos 1i
berados al medio. Sin embargo, Magee y Burris (1954) en esta Gl
tima especie no detectaron aminodcidos libres en el medio de cul
tivo, el cual s6lo después de hidr6lisis di6 reaccibén de ninhi-
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drina positiva. En Aulosina fertilissima Varma et al. (1964) no
detectaron azficares ni aminoficidos libres; s6lo se hallaban pre
sentes después de una hidr6lisis: aspdrtico, glutlmico, alanina
y fenilalanina.

Caire et al. (1974) en Aphanothece stagnina no detectaron 1la
presencia de sustancias de naturaleza ind6lica, ni de aminodcidos
Es posible que la presencia de nitrégeno combinado (nitrato o ami
nodcidos) en el medio de cultivo de alguna manera pudiera preve-
nir la liberacién de aminodcidos (Singh y Trehan, 1973 b).

Jones y Stewart (1969 a) observaron con Calothnix &copulorum
aminodcidos similares a los citados por Stewart (1963), aunque
en proporciones algo diferentes. Los péptidos extracelulares es
tin representados aproximadamente por una docena de aminodcidos:
glicina, dcido glutdmico, &cido aspirtico, alanina y serina; y
no hay o s6lo se detectan trazas de aminoidcidos bidsicos (Whitton,
1965; Jones y Stewart, 1969 a). Segfin é€stos Giltimos (1969) pro-
bablemente los aminoidcidos libres y amidas son producto de dese-
cho perdidos o secretados activamente desde el protoplasma hacia
el medio, dado que las algas azules a diferencia de los eucario-
tas, no poseen grandes vacuolas dentro de las cuales los produc-
tos no excretables o no redueridos o en exceso pueden ser canali
zados.

Ademds el material peptfdico liberado por las algas puede
acomplejarse con metales (en particular con el ién cfprico) re-
duciendo asi su toxicidad; o solubilizar fosfatos favoreciendo
el crecimiento del alga tanto en condiciones de cultivo como na
turales (Fogg, 1956; Van den Berg et al., 1979).

Sustancias con actividad biolégica: En Nostoc punctifonme
se observé una autoinhibici6én del crecimiento aparentemente de

bido a la acumulacién en el medio de productos metabblicos es-
pecificos (Harder, 1917 segln Fogg, 1962).
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Boyd (1973) determiné que algunas especies de algas ex-
cretan unaomis sustancias al medio, las cuales inhiben el cre
cimiento de otras especies. Asi, la inhibicién del crecimiento
de algas verdes fue particularmente marcada en el caso de dos es
pecies cultivadas simultdneamente con las siguientes algas azu-
les: Oscillatornia rubescens, Anabaena fLos-aquae, Microcystlis aeruginosa y
Coccochlonis peniocystis. También las algas verdes dejaron de cre-
cer a una velocidad normal en un medio preparado con filtrados
de algas que contenia floraciones de algas azules. El autor su
giere que las sustancias inhibitorias son aparentemente un fac-
tor importante en el desarrollo y persistencia de floraciones.

Oscillatonia splendida, (Goryunova, 1950 segGn Fogg, 1962)
produce sustancias bacteriostiticas, asf como una cepa de Scy-
Zonema sp. ensayada en nuestro laboratorio frente a Staphylococeus
awreus (Accorinti et al, 1974). Ademds se observ6 en esta espe-
cie de Scytonema como en Nostoc muscorum, Tolypothnix tenuis y Apha-
nothece stagnina 1liberacién al medio de cultivo de sustancias bio
l6gicamente activas que inhiben o inducen el crecimiento de Sta-
laphylococcus aureus (Accorinti , l.c.; Caire et al., 1974, Mulé et
al., 1976).

SegGn Whitton, (1965), Anabaena cylindrica libera una sustan
cia que disminuye la toxicidad de la polimixina B producida por
una bacteria que se encuentra comunmente asociada con ella en la
naturaleza: Bacillus polymyxa.

Henriksson (1960) ha demostrado que el medio de crecimien-
to del ficobionte (Nostoc sp.) del liquen Collema tenax contiene sus
tancias que inhiben el desarrollo del micobionte. La accifén anti
bi6tica no es exclusiva de este ficobionte sino que tambié&n ocu-
TTe en otras especies no simbiéticas de algas azules (Cylindrosper
mum maius y dos especies de Nostoc).

Con respecto a la naturaleza de las sustancias extracelula
res con actividad biolégica Bentley (1958) en filtrados de cul-
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tivos de Anabaena cylindrica y de agua de lago con un crecimiento
pridcticamente unialgal de 0scillatoria 8p. encontr6 hormonas vege
tales del tipo auxinico, producidas y liberadas por las células
algales al medio en el cual crecen. Singh y Trehan (1973 c)a-
tribuyen el efecto de los productos extracelulares de Aulosina
fertilissima sobre el crecimiento de plidntulas de arroz a sustan-
cias de naturaleza hormonal.Observaron que el hdbito de dichas
pldntulas tratadas con filtrado algal era semejante al de las
tratadas con 4dcido giberélico, aunque en las primeras el creci-
miento radical fue mi&s pronunciado. Caire et al., (1979) estudia
ron el comportamiento de una cepa axénica de Nostoc muscorum en
dos medios de cultivo (con y sin nitrégeno combinado) y en dife
rentes periodos (15, 22, 29 y 43 dias) de su crecimiento. Se ob
servaron los efectos de los filtrados del medio de cultivo, ob-
tenidos en cada una de las condiciones antes citadas, sobre el
crecimiento de plidntulas de arroz. La tendencia general de los
resultados en ambos medios mostr6 una inhibicién del crecimien-
to del vdstago y un aumento de la longitud de la rafz principal
de dichas pliantulas. El1 efecto beneficioso de la cepa en este
caso se deberia no solo a su capacidad de fijar nitr6geno, sino
también a la liberacién de sustancias extracelulares entre las
cuales podrian hallarse hormonas de naturaleza auxinica dado
que detectamos actividad auxinica con el test recto de avena.
También se identific6é por cromatografia una sustancia con carac
teristicas similares al dcido indol acético (AIA).

Esta linea de trabajo continfio con Aphanothece stagnina que
proviene, como la cepa antes citada, de arrozales de Argentina.
Los resultados obtenidos fueron: aumento de la longitud de la
raiz principal, disminucién del nfimero de rafices adventi-
cias y del nGmero de hojas. El1 efecto favorable de los
productos extracelulares de Aphanothece stagnina sobre el creci-
miento de las plidntulas de arroz se traducirfa fundamentalmen-
te en la mayor elongacién de la raiz principal, lo cual signi-
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ficaria un aumento en la superficie de absorcién de la misma con
el consiguiente beneficio para el desarrollo de la plidntula en
los primeros estadios. Este efecto es similar al observado para
Nostoc muscorum, si bien en este filtimo caso también hay un efecto
positivo sobre el nGmero y largo de las raices adventicias, 1lo
cual favoreceria ademds de la absorcién el anclaje de la pléntu
la. Las diferencias observadas entre los efectos de los produc
tos extracelulares de ambas cepas podrian deberse a la diversa
naturaleza de los productos liberados. Por lo tanto, a este res
pecto, no pueden darse pautas generales sino estudiar el efecto
de cada cepa en particular (Cano et al.,6 1979).

Augier, (1977) en una extensa revisién sobre el tema pre-
senta una lista de cianoffceas en las cuales diversos autores
han analizado la masa algal y/o el medio de cultivo, destacan-
do que en uno y otro caso, afin es desconocida o dudosa la natu
raleza de las sustancias con actividad biolégica, es decir, que
hasta el momento se sabe mds de sus efectos que de su composi-

cién.

Toxinas: En presencia de floraciones algales en un cuerpo
de agua los peces pueden morir no sélo como resultado de sofoca-
cifn, ya que los microorganismos y procesos oxidativos reducen
el nivel de oxigeno en el agua, sino también por envenenamiento.

'Se ha atribuido a Microcystis toxica el envenenamiento masivo de

mamiferos. Otras especies responsables de intoxicaciones son:
M. aeruginosa, M. §Los-aquae,Aphanizomenon §Los-aquae, Anabaena §Los-aquae,
Nodubaria spumigena, Coelosphaerium sp. y Gloeotrnichia equinulata . En-
tre las ficotoxinas conocidas producidas por cianoficeas de a-
gua dulce podemos citar: alcaloides, polipéptidos y pteridinas;
y debromoaphyciatoxinas (deBr- aphit x) y toxinas relacionadas
Yy lyngyatoxina A para marinas (Gorham y Carmichael, 1979).Se
detectS§ un factor de muerte muy r4pida liberado al medio de cul
tivo por Anabaena §Los-aquae, el cual determina la muerte de rato-

—
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nes en pocos minutos. Este factor fue quimicamente identificado
como un alcaloide de bajo peso molecular. Carmichael y Gorham
(1978) 1o designaron anatoxina-a determinando su estructura y con
firmando por cristalografia de rayos x y por sintesis su peso mo-
lecular (165). La anatoxina A, es un bloqueante neuromuscular (Car-
michael et al., 1979). En cambio el factor de muerte lenta obte-
nido a partir de cultivos de Microcystis aeruginosa, y que provoca
la muerte en 30 a 60 minutos, es una endotoxina. Este factor iden
tificado como uno de los cinco péptidos aislados de células de
este cultivo, es un oligopéptido ciclico de peso molecular menor
de 2600 (Wolk, 1973).

En este grupo de algas no se detectaron sustancias fenbli-
cas, fostatos orgédnicos ni factores sexuales. Con respecto a 1f
pidos, vitaminas y enzimas la informacién es escasa. Hellebust
(1965) observé que los extractos con cloroformo del medio de cul
tivo de Coccochloonis sp. contenia el 10,3% del material extrace-
lular total, indicando ésto la liberaci6én de una pequefia cantidad
de compuestos lipidicos. Venkataraman et al. (1964) en el medio
de cultivo del ficobionte de Cycas nevofuta determinaron, usando
Lactobacillus Leichmanii ATC 4797 como organismo de prueba, la pre-
sencia de sustancias relacionadas con la vitamina Bip- También
Pintner y Altmeyer (1979) detectaron produccién de vitamina B12
en el filtrado de cultivos de dos cepas de Anacystis manina. Wolk
(1980) confirmé los informes previos con respecto a la liberacién
de fosfatasas y ademds demostr6 la liberacién de proteasas y de-
soxiribonucleasas en Anabaena variabilis. ‘\‘

3.2 Caracteristicas del proceso de liberacién: \

Procesos: La liberacifén de sustancias simples tales como
az@icares, aminodcidos y 4cidos orgdnicos, probablemente ocurre
principalmente por difusién a través del plasma lema celular.La ve
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locidad de tal liberaci6én dependerd por lo tanto del gradiente
de concentracidn de la sustancia a través de la membrana, y de
la constante de permeabilidad de la membrana para la sustancia
(Stadelman, 1969). Los datos sobre las cantidades relativas

de moléculas simples intra y extracelulares apoyan esta hipbte
sis. Podrfa también existir una liberacién activa, pero no hay
evidencias concluyentes al respecto. Las moléculas grades tales
como polisaciridos y proteinas son probablemente excretadas por
procesos mids complejos. En algunas, la produccién de mucflago
extracelular durante el movimento representa un caso especial
de liberacién de macromoléculas (Walsby, 1968).

La pérdida de contenido celular puede tambié&n ocurrir por
autb6lisis o por cualquier otro tipo de lisis celular, particu-
larmente durante la fase estacionaria de crecimiento.

La velocidad de liberacién depende de factores fisiolbgi-
cos y ambientales que afectan la permeabilidad de la membrana;
de la concentracibén intracelular de metabolitos simples; y dg
la habilidad de las sustancias complejas que serin excretadas,
para formar sustancias de la pared celular y/o vaina, y que pue-
den subsecuentemente ser liberados al medio.

Relaciones entre estado de crecimiento y liberacién de pro-

ductos extracelulares: Las células en fase ''lag'" y estacionaria

generalmente liberan mds carbono orginico que las células en cre-
cimiento exponencial, donde la liberacién es menor dependiendo
de las especies y condiciones de crecimiento. \

Calothnix scopulorum libera en promedio un 40% del nit\\d\geno
fijado correspondiendo el mayor porcentaje a la fase 'lag"™. Por
lo tanto es posible que en el campo, donde se producen grandes
cambios, el alga libere un gran porcentaje de lo que fija. En
la especie citada se observ6é que durante el crecimiento exponen-
cial la vaina se mantiene delgada y el porcentaje de nitrbgeno
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liberado es bajo, mientras que en condiciones adversas (mayor tem
peratura y salinidad) el desarrollo de la vaina y la produccién
de nitr6geno extracelular aumenta. Parece ser entonces que es

la vaina la que suministra la mayor proporcién de productos ex-
tracelulares. Ademis puede ser que en las especies fijadoras de
nitr6geno, en las cuales bajo condiciones adversas la fijacién

de nitrégeno es inhibida antes due la fotosintesis, la formacién
de una vaina gruesa no s6lo proteja al alga de las condiciones
adversas, sino que siendo rica en carbohidratos y baja en nitré-
geno ayude a mantener una relacién C/N mis favorable dentro de
la célula (Jones y Stewart, 1969 a). Sin embargo, Lange (1976)
considera que las vainas voluminosas estin asociadas a un creci
miento vigoroso. Sugiere que la formacién y retencién de gruesas
vainas provee un microambiente alrededor de la célula algal don-
de los nutrientes esenciales, presentes s6lo en niveles subSpti-
mos en el agua circundante, se concentran siendo ripidamente dis
ponibles para la célula. Este aumento de concentracién de nutrien
tes por sobre un nivel critico, conduce a su vez a un crecimiento
algal vigoroso.

También es posible en c€lulas vivas la liberacién normal
de altas concentraciones de metabolitos y productos extracelula
res que no son utilizados en los procesos biosintéticos normales
debido a condiciones pobres de crecimiento (Jones y Stewart,
1969 a).

La velocidad de excrecién del dcido glic6élico es mucho ma-
yor en cultivos en rdpido crecimiento, que en cultivos viejos.

Nalawajko y Lean (1972)observaron en experiencias cortas con
cultivos de distintas algas, entre ellas Anabaena g§los-aquae, que
tanto la proporcién de productos fotosintéticos 1{63{3222 al me-
dio como la composicién de los mismos se alteran con 1 dad.

En cultivos viejos se hacen predominantes compuestos de alto pe
so molecular.
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Sing yTrehan (1973 b) en Auwlosina fertilissima y Anacystis nidu-
Lans determinaron que el mayor nfimero de aminodcidos es excreta
do durante las fases 'lag" y estacionaria. Esto indicaria que
alguno de estos aminodcidos son reutilizados por el alga en cre
cimiento.

Influencia de factores ambientales y fisiol6gicos:. en gene
ral cualquier condicién ambiental que inhibe 1la multiplicacién
celular pero permite que continfie la fotoasimilacién da como re-
sultado la liberacién de altas proporciones de productos de la
fotosintesis.

SegGn Hellebust (1965) las altas intensidades luminosas
provocan a menudo la liberacién de grandes porcentajes de foto-
sintatos, probablemente debido a dafios en las cé&lula algales.
Nalewajko (1966) encontr6, a altas intensidades de luz, una bue
na correlacién entre la inhibicién relativa de la fotosintesis
y el porcentaje de liberacién de fotoasimilados. Observé que
todas las especies estudiadas liberan al medio una fraccién de
carbono fotosintético; esta excrecién era baja a intensidades
de luz saturantes y con buen aporte de co,, llegando a menos del
2% del carbono total fijado en fotosintesis. Ademds, con densi-
dades muy altas de poblacién (m4s de 2500 Mg de peso seco de ma
teria algal libre de cenizas/100 ml de medio) se produce una
disminuci6én de la velocidad de fotosintesis y un aumento de la
excrecién. La reduccién de la concentracién de co, da como re-
sultado velocidades de excrecifn relativamente mayores.

Poco se sabe de los efectos de la temperatura sobre la pro-
duccibén de sustancias extracelulares. Los cambios\ ridpidos en las
condiciones ambientales, incluyendo la temperatura, determinan a
menudo altas velocidades de liberacifn extracelular sﬁones y Ste-
wart, 1969 a).
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Hood et al. (1969) sugirieron que en las algas azules 1la
rdpida producci6én de péptidos y aminodcidos extracelulares pue-
de ser la consecuencia de una falla en-el control de la biosin-

tesis de aminodcidos a través de una regulaci6én por producto fi
nal.

3.3Aspectos ecolbgicos:

Productividad primaria: Para determinar la productividad

primaria de los ecosistemas acudticos es muy importante la esti

macién exacta de las cantidades relativas de fotoasimilados 1li-
berados por las algas.

Jones y Stewart (1969 b) encontraron que Caflothiix scopulo
num  libera nitr6geno extracelular y éste es aprovechado por o-
tras algas, hongos y bacterias. En la absorcién de estos pro-
ductos nitrogenados estin involucrados procesos activos y pasi
vos cuya importancia relativa varfia con el organismo y con el
producto extracelular.También se produce la adsorcién de estos
compuestos a nficleos inorgéinicos en solucién, fenémeno éste que
puede ser de importancia ecolbgica considerable.

En general se ha observado que las velocidades de excre-
ci6n son mayores en muestras de fitoplancton natural que encul
tivos de laboratorio de las mismas especies. No se puede ase-
gurar sin embargo que &sto refleje con exactitud el comporta--
miento de las algas en el medio natural porque el proceso dein
cubaci6n por distintos periodos puede por si mismo modificar
la poblaci6n natural y dar como resultado altas tasas de excre
ci6én. También problemas metodolégicos como centrifugaciones ©
filtraciones poco cuidadosas pueden afectar las células y au--
mentar la liberacién al medio.

Simbiosis: Se ha estudiado la liberacién de productos ex
tracelulares (principalmente carbohidratos y nitrégeno orgénico
en distintos tipos de asociaciones (hongos, hepdticas, helechos
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gimnospermas y angiospermas). Estos productos. son utilizados en
el seno de la asociacién y han sido estudiados por diversos au-
tores: Drew y Smith (1967); Richardson et al. (1967, 1968) Hen
riksson (1958, 1960, 1961); Whitton ( en Carr-Whitton 1973) Loc
kart et al. (1978); Millbank (1974); Stewart (1977); Venkatara
man (1962); Peters. et al. (1980); Talley y Rains (1980).
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MATERIAL Y METODOS

1- Cepa estudiada: Se utilizd una cepa de Tolypothriix tenuls
(Kiitz) J. Schmidt em. (Scytonemataceae) cepa 40 d, aislada de
arrozales de Argentina (Entre Rios, Concepcién del Uruguay; leg.
D. R. de Halperin y R. Dieguez, 20-XII-1966 barro entre plantas
pH 6,7), obtenida en condicién de cultivo unialgal y posterior-
mente axé&nica mediante 30 m de irradiacién con luz ultravioleta
(Halperin et al. 1973). Se mantiene en el medio de Watanabe (1959)
algo modificado (PO4 HKZ: 0,3g; SO4Mg'7H20: 0,2g;C1, Ca: 0,05g;Fe:
trazas (de una solucién de Cl; Fe al 1%, se agregan 2 a 3 gotas/1
de medio); agua destilada: 1000ml,Imlde solucién A6 de elementos
menores (B, Cu, Zn, Mn, Co y Mo); esterilizar en autoclave 15 mi-
nutos a 120 °C) en tubos de ensayo de 16 x 160 mm, a 1la tempera-
tura del laboratorio y expuestos a la luz de tubos fluorescentes
de 40 w.

2- Obtencién del cultivo masivo: Se utiliz6 el medio de Allen
y Stanier (1968) algo modificado:

PO, HK,: 0,039 g

4 2
SO4 Mg 7 HZO: 0,075 g
CO3 Na2 10 HZO: 0,02 g

Cl, Ca 2 H,0: 0,027 g

Si 03 Na,: 0,058 g

EDTA Na 10 mM: 0,03 ml

Acido citrico: 0,06 g

Tartrato férrico ( C13 Fe: 5g + &4cido tartédrico: 5g en 1000 ml

de HZO destilada): 2 6 3 gotas.

Solucién A6 (BO3 H3: 2,86 g; Cl2 Mn 4 HZO: 1,81 g;

SO4 Zn 7H20: 0, 222g; Na2 MoO4 ZHZO: 0,391 g; SO4 Cu 5 H20:0,079g
C12 Cco 6H20: 0,0415 g; en 1000 ml HZO destilada): 1 ml.



-27-

Llevar con agua destilada a 1000 ml. Esterilizar en auto-
clave 15 minutos a 120 °C.

13 Erlenmeyers de 300ml de capacidad, con 200 ml de medio
de cultivo se inocularon al 10% con un cultivo desarrollado en
el mismo medio. Se mantuvieron durante 7 meses y medio, expues-
tos a una intensidad luminosa de 3800 lux con 8 horas diarias
de agitacién durante el primer mes. El pH inicial del medio de
cultivo fue de 6,5 siendo de 5,6 al finalizar el ensayo.

3-Obtencién de los extractos a partir de la masa algal: Se

separ6 la masa algal del medio de cultivo por centrifugacién.
Para la obtencién de los extractos se utilizaron 26,10 g de pe
so fresco los cuales se separaron en dos fracciones:

3.1-Extracto etéreo transferido a agua: Una de las fracciones

de masa algal (13,05 g)fue extraida en un potter con 200ml de é-
ter libre de per6xidos (Werner, 1933). Se extrajo con pequefias
alicuotas hasta utilizar 200 ml de &éter. El extracto asi obteni
do se tranfiri6 a agua destilada estéril, obteniéndose el extra_
to etéreo transferido a agua tal cual (x) y por dilucién a la mi
tad (1/2x). Se obtuvieron 2 fracciones de 40 ml cada una.

1-1-Extracto acuoso: a la citada masa algal, después de la ex

traccién etérea, se le hicieron sucesivas 3ktracciones con agua
destilada estéril (100 ml) obteniéndose asi el extracto acuoso

tal cual (x) y extracto acuoso diluido a la mitad (1/2x).Se ob

tuvieron 50 y 100 ml respectivamente.

3.2-Extracto acuoso directo: La otra fracci6én de la masa algal

(13,05 g) se extrajo directamente con 100 ml de agua destilada
estéril (en alicuotas de 5 ml por vez) obteniéndose asi el extrx
to acuoso directo tal cual (x) y diluyendo a la mitad (1/2x). Se
obtuvieron 50 y 100 ml respectivamente.

4-Obtencién del medio de cultivo donde crecieron las algas:

Como se sefial6é en 3, la masa algal se separ6 del medio de culti-
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vo por centrifugacién, el sobrenadante fue filtrado por Buchner
a través de papel de filtro comGn doble. Se obtuvieron 854 ml
de filtrado algal.

Los pasos 3y 4 se realizaron en condioiones de esterilidad,

5- Semillas: Se usaron de Zea mays, obtenidas en el comercio.
Se las seleccioné a fin de hacer un lote lo mis sano y parejo
posible en cuanto a tamafio y color. El poder germinativo y via
bilidad fue del 100%.

Las semillas se esterilizaron por inmersién en etanol, du-
rante un minuto; luego de escurridas se trataron con biocloruro
de mercurio, también durante un minuto; por Gltimo se lavaron con
agua destilada estéril por 30 minutos (tres pasajes sucesivos de
10 minutos cada uno).

La esterilizacién se realiz6 en tubos de ensayo con cinco
semillas cada uno.

6- Suelo: Se utilizé suelo Brunizen proveniente de Castelar
(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, INTA), de pH
5,5 - 6,0; se sec6é al aire y luego se tamizé.

El suelo se esterilizé en autoclave durante una hora a
120°C .

En 88 macetas de 200 cXc. de capacidad se colocaron 170 g
de dicho suelo estéril.

7- Metodologfia:

7.1- Imbibicién de las semillas en extractos algales: semi-
llas estériles se embebieron durante 24 horas en los diferentes
extractos obtenidos a partir de la masa algal: etéreo transferi-
do a agua x y 1/2 x; acuoso x y 1/2 x ; acuoso y directo x y 1/2 x.
Como testigo se usaron semillas estériles remojadas en agua des-

tilada estéril durante el mismo tiempo. Se realizaron 6 tratamien
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tos con 8 repeticiones cada uno,cada repeticién con cinco semi-
llas. Cada grupo de 5 semillas se embebi6 en 5 ml del extrac-
to correspondiente.

7.2- Imbibici6n de semillas en filtradosalgales: semillas es-
tériles se embebieron durante 24 horas en el medio de cultivo
donde crecieron las algas. Como testigo se usaron semillas es
térilés remojadas en agua destilada estéril durante el mismo

tiempo.
Se realizaron 4 tratamientos que se detallan mds adelante

con 8 repeticiones cada uno; cada repeticién con 5 semillas. Ca
da grupo de 5 semillas se embebi6 en 5 ml1 de filtrado algal.

Tanto para el caso 7-1, como para el 7-2, se sembraron cinco
semillas por maceta. Estas, se colocaron en una cimara para
cultivo con un régimen de luz de 12 horas diarias a una tempera
tura de 26-27°C y una humedad del 60 al 65 %. Se regaron con a-
gua destilada estéril.

1-Tratamientos hechos a pléntulas: A la semana de la siem
bra las plintulas del caso7-2, fueron tratadas durante cinco dias

consecutivos de la siguiente manera:

Tratamiento 1: Riego; cada m@éeta fue regada con 5 ml de
filtrado algal.

Tratamiento 2: Pulverizacién; las plantas de cada maceta
fueron pulverizadas con 5 ml de filtrado algal.

Tratamiento 3: Riego y Pulverizacién; a cada maceta se le
realiz6 el tratamiento 1 y 2 simultdneamente.

Tratamiento 4: Testigo; se regé con agua destilada estéril.

Adem&s, las 88 macetas fueron regadas con agua destilada
estéril en cantidad suficiente.

Para ambos casos 1y 7-2a los 5 y 7 dias se determiné el
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porcentaje de germinacién sobre 40 semillas.

A los 15 dias delasiembra se segaron las plantas de todos 1los
tratamientos. Se midi6é la altura del vdstago y se contbé el nimero
de hojas de las plantas. Se determiné el peso seco de 1la parte
aérea de las plantas por maceta, en estufa a 105fC(24-26 h) has-
ta peso constante. Se determin6é el contenido proteico del vésta-
go en porcentaje por el método Micro-Kjeldalh y Colorimetria.

7.3-Determinacién de nitr6geno por Micro-Kjeldalh y Colorime-
tria: La técnica corresponde a la descripta por Lang (1958) y
Jones (1960), con algunas modificaciones comunicadas verbalmen-
te por el Licenciado Jorge Duville (CIBIMA, INTI), y otras ela-
boradas en nuestro laboratorio.

El método consiste en: digestién 4cida de la muestra (des-
composicién de la materia orgénica nitrogenada en agua, anhidri-
do carbénico y amoniaco), nesslerizacién y medicién del color re-
sultante. Con éste método se puede detectar de 1 a mds de 1000%
de nitrégeno.

\

Reactivos: las drogas wusadas son analiticas y el agua des-
ionizada y destilada por destilador de vidrio con agregado de per

manganato de potasio.

1-Mezcla para digesti6n: las siguientes drogas se combinan

en el orden dado:

sulfato de potasio....... 0000000, 40 g

selenio metdlico...... e eeean e 0.3 g

HZO destilada........ e e hasta 250 ml
4cido sulffirico concentrado........ 250 ml
sulfato de cobre 1 M...... e 20 ml

El selenio metdlico se disuelve previamente en un baldn
Kjeldalh a temperatura media (100-150 °C) durante 30 minutos en
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20 a 30 ml de 4cido sulfGrico concentrado.

2-Reactivo de Nessler: 7g de ioduro mercfirico y 5g de io-

duro de potasio se disuelven en agua; luego se completa con agua
hasta 500 ml, dejando esta solucién en heladera y en oscuridad
durante 12 horas. Se separa con papel de filtro comfin el exceso
de ioduro mercfirico. Al filtrado se le agrega 160 ml de una so-
lucién acuosa al 1% (peso en volumen) de goma ardbiga (*). Se com
pleta con agua hasta 1500 ml. La solucién debe protegerse de la
luz. Inmediatamente antes de usar una alficuota de esta solucibén
se diluye con igual volumen de hidré6xido de sodio 2 N.

3-Soluciones standard de:
a. Sulfato de amonio: 19,65 g de sulfato de amonio anhi-
dro, previamente secado en desecador, se disuélven y llevan a
250 m1 en una solucién de &cido sulf@rico 0,2 N. Para preparar

las standars 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 digestifén: como elemento calefactor se usa

un sistema de| resistencias en serie que mantienen un bafio de are
na a 320 °C. has muestras colocadas en tubos de ensayos comunes
(15 x 150 mm) se introducen hasta una profundidad de 25 cm en la
arena. Esto permite que cada tubo actfie simultineamente como con
densador, dando una adecuada 4rea de reflujo. E1 aparato usado
permite el procesamiento simult4neo de numerosas muestras.

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

Procedimiento: en cada tubo de ensayo se colocan 20 mg de

muestra y 1 ml de mezcla para digesti6én. 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 mantiene

(*) Cumple la funcién de estabilizar el complejo coloreado que
se forma en la reaccién de Nessler (Jones, 1960).
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a esta temperatura por 1 h 30 m a 2 horas. Para los standards
son suficientes 30 minutos. Luego se retiran los tubos y se
los deja enfriar a temperatura ambiente. Cada tubo se diluye
enila forma necesaria para hacer las lecturas en el fotocolo-
rimetro. Se toma una alficuota de 3 ml de esta solucibén 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 6ptica a
420 jwen el fotocolorimetro.

A partir de la curva de calibraci6én hecha con los standard
de sulfato de amonio se calcula el contenido de nitr6geno de las
muestras.

Todas las determinaciones se hacen por duplicado y se mul-
tiplican por 625 para obtener el contenido proteico.

7.4-Estudio estadistico: se ajust6 a los datos un modelo de ani
lisis de 1la varianza de un factor multivadado (11 grupos, 5 varia
bles). Se comparé luego cada tratamiento con el tratamiento consi
derado testigo teniendo cuenta todas las variables estudiadas,
cuando 1la diferencia/pﬁgiz/un tratamiento y su testigo resultd
significativa al 5 § se estudi6 cudl o cuales variables provoca-
ban esta diferencia.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

1- GERMINACION

1.1-Germinacién de semillas embebidas en extractos algales: el
tiempo de inmersién empleado (24 horas) concuerda con el utiliza
do por Gupta y colaboradores (1964) y por Caire et al. (1976),ya
que segfin los primeros autores, una inmersién prolongada (48 ho-

ras) reduce el porcentaje de germinaci6én. E1l cuadro N2 1 muestra
el efecto de los diferentes extractos algales (etéreos y acuosos)
sobre la germinacién de cuarenta semillas/tratamiento a los Sy 7
dias.
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El gridfico N°1 representa el efecto de los tratamientos

con extractos algales: acuosos (E.A.), acuosos directos (E.A.D.)
y etéreos (E.E.), tal cual (x) y diluidos a la mitad (1/2 x), de
Tolypothrix tenuis sobre la germinacién de semillas de mafz en fun

cién del tiempo.

Grafico N°1. Efecto de los extractos:algales sobre la ger-
minacién de semillas de mafiz.
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Los resultados estadisticos realizados con los datos obte
nidos a los 7 dias indican que: 1) la germinacién de las semi--
llas tratadas con extractos acuosos y con extractos acuosos di-
rectos tal cual y diluidos a la mitad aumenta significativamente
(de pg 0,05 a p ¢ 0,01 ); 2) el extracto etéreo tal cual no
tiene efecto sobre la germinacién de las semillas, en tanto que
el dilufdo a la mitad ejerce una promocién significativa compa-
rable con la obtenida con el extracto acuoso directo diluido a
la mitad. Para el extracto etéreo dilufido a la mitad la tenden
cia de los resultados se invierte en el lapso de dos dias, pro-
bablemente debido a un lavado de inhib}dores.

Para el resto de los extractos a los 7 dfas se observa la
misma tendencia en los resultados que la observadaalos S5 dias de
la siembra.

En las condiciones de nuestra experiencia los mejores re-
sultados para la germinacién de semillas embebidas en extractos
algales se obtuvieron con extractos acuosos, especialmente con
el extracto acuoso 1/2 x (77,5% de germinacién). Esto indicaria
que las sustancias con activiq§g/ﬁfgfégica contenidas en la
masa algal son solubles en agua.

1.2-Germinacién desemillas embebidas en filtrados algales:

el cuadro N2 2 muestra el efecto de los productos algales 1i
berados al medio por T, tenuis sobre la germinacién de 160 se-
millas de maiz a los S y 7 dias. En este caso las semillas
fueron embebidas en filtrados algales.
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El grdfico N'2 representa el efecto de la imbibicién en fil-
trados algales de Tolypothnix tenuis sobre la germinaci6én de semi-
llas de mafz en funcién del tiempo.

Grdfico N°2. Efecto de filtrados algales sobrela germinacién

de semillas de maiz
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El estudio estadfstico de los datos obtenidos a los 7 dias
de la siembra indica una promocién en la germinacién de las semi
llas tratadas altamente significativa (p <« 0,001). Se obtuvo un
70,62 ¥ de germinaci6én de semillas a los 7 dias.

Los resultados obtenidos coinciden, en cuanto a extractos
acuosos se refiere, con los de Gupta y Lata (1964) con Phoumidium
foveolarum y semillas de arroz. Estos autores observaron que }os
extractos acuosos (1-2 y 10%) aceleraban la germinacién de las
semillas con respecto a los testigos. Ademis, dichos autorei pa
ra los extractos etéreos transferidos a agua (2 y 10%), observa
ron que la tendencia de los resultados se invierte a los dos dias
de la germinaci6én de la misma manera que lo hace nuestro extrac-
to etéreo diluido a la mitad. Como ya sefialamos, ésto podria de-
berse a un lavado de inhibidores por riegos posteriores.

Caire et al. (1976), trabajando con una cepa de Nestoc musco-
rnum Ag. (N2 79 a) observaron que tanto los extractos etéreos co-
mo los extractos acuosos aumentaban la velocidad de germinacién
con respecto a un testigo hGmedo, tomados los datos a los 2-3-4
y 5 dias de la siembra.

Las diferencias observadas puedes atribuirse al comporta-
miento propio de las especies algales estudiadas (Phoamidium §o_
veolanrum, Nostoc muscorum, Tolypoifhrix tenuis) en cuanto a liberacibn
de productos extracelulares y a la diferente sensibilidad de las
semillas ensayadas (arroz, mijo, maiz).

Las experiencias realizadas muestran que tanto la imbibi-
cién de las semillas en extractos obtenidos a partir de la masa
algal como en filtrados algales producen un efecto benéfico en
el porcentaje de germinacién (77,5 % y 70,62 $% respectivamente).
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2- ALTURA DE LAS PLANTAS

2.1-Extractos algales: la altura promedio (por maceta) de las
plantas obtenidas previa imbibicién de las semillas en extractos
algales se consigna en el cuadro N2 3,

Los datos obtenidos muestran que ninglin tratamiento promo-
vi6é un mayor crecimiento de las plantas. En el caso de los ex-
tractos etéreos se observa una disminucién del crecimiento 24,34cm
y 20,36 cm respectivamente vs. el testigo 28,99 cm. Esta disminu-

cién es significativa a nivel del 1 % para el extracto etéreo sin//
diluir.
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La fotografia N2 1 muestra el aspecto de varias plantas co

rrespondientes a los distintos tratamientos en el momento de 1la
cosecha.

Foto N2 1

Ref.: los nfimeros indican los tratamientos con extractos
y el testigo: 1-testigo; 2-etéreo 1/2 x; 3-acuoso directo x;4-
etéreo x; 5-acuoso 1/2 x; 6-acuoso x; 7-acuoso directo 1/2 x.
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La fotograffa N? 2 representa la altura media de las plan-

tas de cada tratamiento en el momento de la cosecha.

Foto N¢ 2

Rgf.: los nfimeros indican los tratamientos con extractos y
el testigo: 1-testigo; 2-etéreo 1/2 x; 3-acuoso directo x; 4-eté
reo Xx; S5-acuoso 1/2 x; 6-acuoso x; 7-acuoso directo 1/2 x.
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2.2-Filtrados algales: el cuadro N2 4 consigna la altura pro-
medio (por maceta) de las plantas obtenidas previa imbibicién de
las semillas en filtrados algales y regadas posteriormente con

agua destilada estéril.

LoS estudios estadisticos de los resultados obtenidos no
indican diferencias significativas.

2.3-Filtrados algales y tratamientos posteriores: el cuadro
N2 5 consigna la altura promedio (por maceta) de las plantas
obtenidas previa imbibici6n de las semillas en filtrados alga-
les y tratamientos posteriores con los mismos filtrados alga-

les suministrados como:

1) riego
2) pulverizacibn
3) tratamiento combinado de riego y pulverizacién.

Los estudios estadisticos de los resultados obtenidos no

indican diferencias significativas.
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CUADRO N2 4: Altura de las plantas (en cm)

MACETA AGUA TESTIGO
1 29,86 -
2 29,25 31,73
3 21,95 29,50
4 28,13 34,03
5 32,96 29,56
6 26,47 24,50
7 36, 72 28,26
8 23,66 25,40
p 28,62 28,99

Ref.: Agua- semillas embebidas en filtrados algales y posteriormen-

te regadas con agua destilada estéril.
Testigo- semillas embebidas en agua destilada y posteriormen-
te regadas con agua destilada estéril.

P- promedio



Ref.:
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CUADRO N2 5: Altura de las plantas (en cm)

MACETA A R P R+P
1 29,86 34,76 27,90 17,13
2 29,25 27,82 26,10 23,35
3 21,95 29,56 26,00 31,85
4 28,13 28,05 27,70 25,74
5 32,96 24,96 32,18 27,27
6 26,47 31,54 15,65 25,27
7 36,72 20,00 25,90 29,75
8 23,66 34,70 27,87 33,30
p 28,62 28,92 26,16 26,70

A- plantulas regadas con agua destilada estéril (testigo)
R- plidntulas regadas durante 5 dias consecutivos con filtrado
algal y luego con agua destilada estéril.

P- plantulas pulverizadas durante 5 dfas consecutivos con
filtrado algal y luego regadas con agua destilada estéril.
R+P- plintulas regadas y pulverizadas durante 5 dias consecutivos

con filtrado algal y luego regadas con agua destilada estéri
p- promedio
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La fotografia N2 3 muestra el aspecto de varias plantas co-
rrespondientes a los distintos tratamientos en el momento de la
cosecha.

Foto N2 3

Ref.: los nGmeros indican los distintos tratamientos: 7-rie
go y pulverizacién; 8- testigo; 9-riego; 10-agua; 11-pulverizacidn.
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La fotografia N2 4 representa la altura media de las plantas
de cada tratamiento en el momento de la cosecha.

Foto N¢ 4

Ref.: los nfimeros indican los distintos tratamientos: 7-rie
go y pulverizacién; 8-testigo; 9-riego; 10-agua; 11-pulverizacién.
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Con respecto al efecto de extractos algales (acuosos o eté
reos) sobre la altura de las plantas cabe sefialar que a diferenci
de los resultados de este trabajo los realizados por los diferen
tes grupos de investigacién conocidos revelan siempre un efecto
benéfico independientemente del cultivo de que se trate (trigo-
arveja - arroz - mafiz - mijo) y del extracto usado (etéreo 0 acw
so). Asi Shukla y Gupta (1967) observaron un aumento en la altu
ra de plantas de arroz cuyas semillas habfan sido embebidas en
extractos acuosos y etéreos de Phoumidium foveolarum (5 y 1% res-
pecitvamente). Las plantas fueron medidas a los 15; 30; 45 y 60
dias observdndose incrementos en todos los casos. Estos mismos
autores (1969) observaron en el mismo cultivo que el desarrollo
de plantulas es estimulado cuando las semillas son embebidas en
extractos etéreos transferidos a agua o acuosos de tres especies
de Phoamidium.

Kushwaha. y Gupta (1970 b) observaron un incremento en el
largo de la plGmula de plidntulas de mafiz obtenidas después de im
bibicién de las semillas en extractos etéreos transferidos a agua
y acuosos de P. foveolarum. Los mejores resultados fueron observa-
dos para el extracto etéreo al 2% para un tipo de mafiz y 1% para
el otro tipo, mientras que el extracto acuoso al 2% di6 los mejo-
res resultados para ambos tipos.

Gupta y Gupta (1970) observaron en pléintulas de arveja cu-
yas semillas habfan sido embebidas en extractos de P. foveofarum
un aumento en la longitud delvidstago. Los extractos acuosos méis
efectivos fueron 5% 5 1% y 0,5% dependiendo del tipo de arveja
usada. Los extractos etéreos transferidos a agua mids efectivos

. fueron 1% y 2% dependiendo también del tipo de arveja usada.

Kushwaha y Gupta en 1970 a observaron un incremento en el
largo de la plfimula de pl4dntulas de trigo después de la imbibi-
ci6én de las semillas en extractos de P. foveolarum, tanto con
extractos acuosos (1;2 y 5%) como con extractos etéreos transfe
ridos a agua (1; 2 y 0,5%) en ambos casos dependiendo de los ti
pos de trigo usados.
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Caire et al. (1976), respecto de 1la altura de las plantas
de mijo y de acuerdo a los datos recogidos a los 28 y 39 dias de
la siembra, observaron incrementos en la altura de todas las plan
tas tratadas con extractos acuosos y etéreos de Nostoc muscorum
respecto al testigo hfimedo.

En cuanto al efecto de los filtrados algales sobre la altu-
ra de las plantas los resultados obtenidos no siguen una ten
dencia general como en el caso de extractos. Caire et al. (1979)
observaron que filtrados algales de Nostoc muscorum (creciendo en
medios con y sin nitr6geno combinado) producen inhibicién del cre
cimiento del vastago de pldntulas de arroz en todos los casos es-
tudiados, excepto en uno (correspondiente a 36 dias y medio sin
nitrégeno combinado) que no mostré diferencia significativa. En
una experiencia similar, Cano et al. (1979) observaron que fil-
trados de otra especie: Aphanothece stagnina no tiene efecto signi-
ficativo sobre el largo del vistago de pldntulas de arroz, resul
tados coincidentes con los obtenidos en este trabajo. En cambio-
Singh y Trahan (1973 c) observaron un efecto beneficioso de los
filtrados algales de Aulossirna fertilissima en pldntulas de arroz.

En las experiencias antes citadas los filtrados algales se
utilizan como medio de crecimiento de las plintulas de arroz.

Watanabe et al. (1951) observaron que el agregado de Toly-
pothnix tenuis a plantas de arroz (lo cual implica liberaci6én de
sustancias con actividad biolégica)produce un efecto beneficioso
en la longitud de las hojas (aumento del 17%) mientras que con
otra especie: Aulosina fentilissima y en el mismo cultivo no obser-
va diferencias (Watanabe 1973).
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3- NUMERO DE HOJAS

3.4-Extractos algales:el nfimero promedio de hojas (por maceta)
de las plantas obtenidas previa imbibici6n de las semillas en ex-
tractos algales se consigna en el cuadro N2 6.

Los datos obtenidos muestran que ning(in tratamiento promo-
vié un aumento significatdivo en el numéro de hojas de las plan-
tas.
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CUADRO N2 6: Nfimero de hojas de las plantas

MACETA N¢
TRATAMIENTO P

E.A.D. 1/2x 3,50 2,66 3,50 2,66 2,66 3 3 2,5 2,93

E.A.D. x 3 3 2,5 3 3 3 325 2,66 2,92
E.E.1/2 x 3 3,33 2,75 2,33 3,33 3 266 3,5 2,98
E.E. x 3 2,50 3 3,50 3 2 2 2 2,62
E.A.1/2 x 3,33 3 3 3 3,33 2,33 3 3,20 3,02
E.A. x 3 3 3,66 2,75 3 3 3 3,25 3,08
TESTIGO 0 3 3 3 3,33 3 2 3 2,90
Ref.: E.A.D. 1/2 x-extracto acuoso directo diluido a la mitad.

E.A.D. x- extracto acuoso directo sin diluir

E.E. 1/2 x- extracto etereo diluido a la mitad

E.E. x- extracto etereo sin diluir.

E.A. 1/2x- extracto acuoso diluido a la mitad.

E.A. x- extracto acuoso sin diluir.

P.- promedio
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3.2- Filtrados algales: el cuadro N? 7 consigna el nGimero pro-

medio de hojas (por maceta) de las plantas obtenidas previa im-
bibicién de las semillas en filtrados algales y regadas poste-
riormente con agua destilada estéril.

Los estudios estadisticos de los resultados obtenidos no
indican diferencias significativas.

3.3- Filtrados algales y tratamientos posteriores: el cuadro

N° 8 consigna el nfimero promedio de hojas (por maceta) de las
plantas obtenidas previa imbibicién de las semillas en filtra-
dos algales y tratamientos posteriores con los mismos filtra-
dos algales suministrados como:

1) riego
2) pulverizacién

3) tratamiento combinado de riego y pulverizacién.

Los estudios estadisticos de los resultados obtenidos no
indican diferencias significativas.



Ref.:
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CUADRO N2 7: Nfimero de hojas de las plantas

MACETA AGUA TESTIGO
3 ]
3 3
2,50 3
3 3
3 3,33
3 3
3,25 2
3,50 3
3,03 2,90

agua- pliantulas obtenidas a partir de semillas embebidas en

filtrados algales y posteriormente regadas con agua des
tilada estéril.

testigo-plidntulas obtenidas a partir de semillas embebidas en a-

p.—

gua destilada y posteriormente regadas con agua destilad:
estéril.

promedio.



Ref.:
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CUADRO N2: 8: Nimero de hojas de las plantas

MACETA A R P R+P
1 3 3,33 2,50 2,33
2 3 2,75 3 3
3 2,50 3,33 2,75 3,25
4 3 3 2,75 3
5 3 3,33 3 3
6 3 3 2,50 3
7 3,25 3 3 3
8 3,50 3,25 2,75 3
P 3,03, 3,12 2,78 2,94

A- plintulas regadas con agua destilada estéril (testigo)

R- pléntulas regadas durante 5 dias consecutivos con fil-
trado algal y luego con agua destilada estéril.

P- plédntulas pulverizadas durante 5 dias consecutivos con
filtrado algal y luego regadas con agua destilada estéril.

R+P- pléantulas regadas y pulverizadas dutante 5 dias consecu-

tivos con filtrado algal y luego regadas con agua destila-
da estéril.

p- promedio.
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Con respecto al efecto de los extractos algales (acuosos y
etéreos), la bibliografia consultada indica resultados opuestos
a los obtenidos en nuestra experiencia. Asf, Shukla y Gupta (1967)
observaron que las pléintulas de arroz obtenidas previa imbibicién
de las semillas en extractos etéreos transferidos a agua y acuosos,
ambos al 5%, muestran un aumento en el nfinero de hojas (21, 4 vs.
14,2 y 43,9 vs. 14,2 respectivamente).

En ensayos con filtrados algales como medio de cultivo pa-
ra el crecimiento de pldntulas de arroz son variados los resulta-
dos obtenidos por los distintos autores, dependiendo en la mayo-
rfa de los casos de la edad del cultivo y de la cepa algal emplea
da. Asi, Singh y Trehan (1973 c) con una cepa de Aulosina fertili-
484ima no observaron diferencias significativas en el nGmero de ho-
jas de las citadas plantas. En cambio, Caire et al, (1979) observa-
ron con Nostoc muscorum inhibicién o incremento significativo en el
nfimero de hojas dependiendo de la edad del cultivo algal. Con otra
especie, Aphanothece stagnina Cano et al. (1979) no observaron diferen
cias significativas en cuanto al nGmero de hojas con filtrados al-

gales de 15 dias,en tanto que con los de 22 y 29 dias detectaron
una inhibicién significativa.
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4- PESO SECO DE LAS PLANTAS

4.1- Extractos algales: el peso seco promedio por planta obte-

nida previa imbibicién de la semilla en extractos algales se con
signa en el cuadro N2 9.

Los estudios estadisticos realizados con los datos obtenidos
indican que el extracto acuoso directo sin diluir y el extracto
acuoso diluido a la mitad determinan un aumento significativo en
el peso seco de las plantas (535; 568 vs. 416). Los otros extrac-
tos utilizados no producen diferencias significativas en el cita-
do paridmetro.



CUADRO N2 9:

TRATAMIENTO

E.A.D. 1/2x 70,6

E.A.D.x 52,4
E.E. 1/2x 41,6
E.E.x 54,1
E.A.1/2x 70,1
E.A. x 31,2
TEéTIGo -
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Peso seco promedio por maceta de las plantas (mg)

46,9

54,8

44,9

22,0

59,2

57,6

53,9

MACETA N

3 4
52,8 35,7
55,1 42,6
43,3 21,4
36,1 57,9
54,6 48,4
50,5 51,7
40,8 59,2

52,0

45,1

38,0

49,0

62,7

34,3

38,9

49,2
46,2
44,3
22,8
42,6
60,2

23,2

38,6

61,3

45,8

14,9

50,3

22,0

27,3

48,8

70,8

33,9

18,0

66,7

53,8

38,0

Ref.: E.A.D. 1/2 x- extracto acuoso directo diluido a la mitad.
E.A.D.x-extracto acuoso directo sin diluir.
E.E. 1/2x- extracto etéreo diluido a la mitad.

E.E. x- extracto etéreo sin diluir.

E.A. 1/2x- extracto acuoso diluido a 1a mitad.
E.A.x- extracto acuoso sin diluir.

P- promedio

49,3

53,5

33,9

34,3

56,8

45,1

41,6
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4.2- Filtrados algales: el cuadro N® 10 consigna el peso
seco promedio por maceta de las plantas obtenidas previa imbicién
de las semillas en filtrados algales y regadas posteriormente con
agua destilada estéril.

Los estudios estadisticos de los resultados obtenidos no in-
dican diferencias significativas.

4,3- Filtrados algales y tratamientos posteriores: el cua-
dro N?11 consigna el peso seco promedio por maceta de las plantas
obtenidas previa imbibicién de las semillas en filtrados algales

y tratamientos posteriores con filtrados algales suministrados
como :

1) riego
2) pulverizacién
3) tratamiento combinado de riego y pulverizacién los

estudios estadfsticos de los resultados obtenidos no indican di-
ferencias significativas.
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CUADRO N210: Peso seco pvomedio por maceta

de las plantas (mg)

MACETA AGUA TESTIGO

1 55,4

2 59,4 53,9
3 48,8 40,8
4 38,7 59,2
5 64,4 38,9
6 40,4 23,2
7 72,1 37,3
8 45,3 38,0
P 53,0 41,6

Ref.:agua- plintulas obtenidas a partir de semillas embebidas en
filtrados algales y posteriormente regadas con agua des
tilada estéril.

testigo- plantulas obtenidas a partir de semillas embebidas
en agua destilada estéril y posteriormente regadas
con agua destilada estéril.

p- promedio
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EUADRO N¢ 11: Peso seco promedio por maceta de las plantas (mg)

MACETA A R P R+P
1 55,4 62,1 46,3 45,8
2 59,4 65,3 45,6 39,7
3 48,8 58,5 42,8 60,9
4 38,7 55,1 52,9 46,8
5 64,4 51,1 63,3 72,0
6 40,4 51,3 27,5 47,3
7 72,1 33,9 42,5 50,9
8 45,3 58,4 48,3 48,9
P 53,0 54,4 46,1 51,5

Ref.: A- plintulas regadas con agua destilada estéril (testigo)
R- plédntulas regadas durante 5 dfas consecutivos con fil-
trado algal y luego con agua destilada estéril.

P- plintulas pulverizadas durante 5 dfias consecutivos con
filtrado algal y luego regadas con agua destilada estéril.

R+P- pléntulas regadas y pulverizadas dutante 5 dias consecu-
tivos con filtrado algal y luego regadas con agua destilada
estéril.

p- promedio
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Shukla y Gupta (1967),; Gupta y Kushwaha (1970-1972), obser-
varon que la imbibicién de las semillas en extractos de P. {oveo-
Larum y tratamientos posteriores determiné un aumento del peso
seco de las partes vegetativas de las diferentes plantas probadas.
Los aumentos registrados tanto con extractos acuosos como etéreos
dependieron del cultivo usado.

Similarmente, Caire et al. (1976) observaron que extractos
etéreos y acuosos de Nostoc muscorum determinaron un incremento de
la materia seca de plantas de mijo, correspondiendo el mis ele-
vado al extracto acuoso 'sin diluir.

En las condiciones experimentales del presente trabajo, a
diferencia de los resultados antes mencionados, s6lamente los ex-
tractos acuosos promueven un aumento en el peso seco de la parte
vegetativa. De la consideracién de estos resultados se infiere
que para este tipo de trabajos no pueden enunciarse reglas gene-
rales, sino que la experimentacién debe realizarse para cada ce-
pa y para cada cultivo.
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5- CONTENIDO PROTEICO

5.1- Extractos algales: el porcentaje del contenido protei
co de la parte aérea de las plantas obtenidas previa imbibicién de
las semillas en extractos algales se consigna en el cuadro N2 12.

Los estudios estadisticos realizados con los datos obtenidos
indican que el extracto acuoso directo sin diluir y el extracto
acuoso dilufido a la mitad aumentan significativamente el contenidd
proteico (33, 75; 33; 37 respectivamente vs. 29,87).



TRATAMIENTO

E.A.D. 1/2x

-64-

CUADRO N2 12: Contenido proteico de la parte aerea (%)

34,62 33,25

MACETA N

3 4
31,44 28,50
34,75 33,50
34,37 28,18

28,87 -
34,06 34,25
32,93 33,12
28,31 32,68

34,62

37,75

26,43

33,00

36, 56

30,43

30,75

29,00

34,81

27,06

33,25

35,93

30,18

25,87

32,68

35,25

25,62

31,50

30,12

30,68

30,00

26,81

38,06

31,43

34,87

34,31

31,12

29,75

. 1/2 x- extracto acuoso directo diluido a la mitad.

A,
.A.D.x- extracto acuoso directo sin diluir.

1/2x-extracto etéreo diluido a lamitad.

E.A.D. x 28,12 27,81
E.E. 1/2 x - 29,06
E.E.x 35,12 32,75
E.A. 1/2 x 28,50 -
E.A.x - 37,12
TESTIGO - 31,75
Ref.: E D

E

E.

E.

E.A.

E. A. x- extracto acuoso sin diluir

E
E.x- extracto etéreo sin diluir.

1/2 x- extracto acuoso diluido a la mitad.

P.- promedio

31,31

33,75

33,0(

32,7¢

33,37

32,1¢

29,87
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5.2 Filtrados algales: el cuadro IN2 13 consigna el conteni-
do proteico en porcentaje de la parte aérea de las plantas obte-
nidas previa imbibicién de las semillas en filtrados algales y
riego posterior con agua destilada estéril.

Los estudios estadisticos de los resultados obtenidos no
indican diferencias significativas.



-66-

CUADRO N2 13: Contenido proteico de la parte aérea (%)

MACETA AGUA TESTIGO
1 34,31 -
2 28,87 31,75
3 - 28,31
4 30,12 32,68
5 30,81 30,75
6 25,12 25,87
7 32,12 30,00
8 30,06 29,75
p 30,18 29,87

Ref.: agua- pldntulas obtenidas a partir de semillas embebidas
en filtrados algales y posteriormente regadas con
agua destilada estéril

testigo-pléntulas obtenidas a partir de semillas embebidas
en agua destilada estéril y posteriormente regadas
con agua destilada estéril
p- promedio
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5.3 Filtrados algales y tratamientos posteriores: el cuadro
N2 14 consigna el contenido proteico en porcentaje de la parte aé
rea de las plantas obtenidas previa imbibicién de las semillas en
filtrados algales y tratamientos posteriores con los mismos fil-

trados algales suministrados como:

1) riego
2) pulverizacién
3) tratamiento combinado de riego y pulverizacién

Los estudios estadisticos de los resultados obtenidos indi-
can que todos los tratamientos promueven diferencias sighificati
vas. El tratamiento 1) produce un aumento muy significativo del
contenido proteico de la parte aérea (35,23 vs. 30,18). Los tra-
tamientos 2) y 3) por lo contrario producen una disminucifén muy
significativa del contenido proteico (22,56 y 23,06 respectiva-
mente vs. 30,18). Cabe sefialar en el caso de €ste pardmetro que
el tratamiento combinado de un agente beneficioso y de uno per-
judicial no da como resultado la anulacién de los efectos indi-
viduales indicados en 1) y en 2); sino que prevalece el efecto
perjudicial del tratamiento 2). Esto indicaria que la pulveriza
cién con filtrados algales resulta perjudicial para el balance
proteico de los cultivos, por 1o menos en las condiciones de nues
tra experiencia. Esto debe considerarse cuando se trata de cul-
tivos destinados a la alimentacién ya sea humana o animal.



Ref:
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CUADRO N2 14: Contenido proteico de la parte aérea (%)

MACETA A R P R+P
1 34,31 38,62 27,43 20,12
2 28,87 34,12 20,06 22,50
3 - 35,12 20,56 23,00
4 30,12 33,37 23,81 22,87
5 30,81 40,68 22,00 26,56
6 25,12 30,93 - 23,81
7 32,12 34,18 20,18 22,93
8 30,06 36,50 24,00 -
P 30,18 35,25 22,56 23,06

A- plantulas regadas con agua destilada estéril (testigo)

R- plantulas regadas durante 5 dias consecutivos con fil-
trado algal y luego con agua destilada estéril.

P- pléntulas pulverizadas durante 5 dfias consecutivos con
filtrado algal y luego regadas con agua destilada estéril

R+P- pléntulas regadas y pulverizadas durante S diasconsecuti-
vos con filtrado algal y luego. regadas con agua destilada
estéril.

p- promedio
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Con respecto al efecto de los extractcs algales sobre el
contenido proteico los resultados consignados en la bibliogra-
fia coinciden con los obtenidos en éste trabajo.

Asfi, Shukla y Gupta (1967) observaron que después de la im
bibici6n de semillas de arroz en extractos acuosos y etéreos de
P. foveolarun las plantas obtenidas aumentaban su contenido en pro
teinas siendo el extracto acuoso al 5% el mis efectivo.

En nuestro caso los extractos que produjeron los mayores

aumentos fueron el acuoso directo sin diluir y el acuoso dilui-
do.

Con respecto a la accibén de filtrados algales no contamos
con referencias bibliogrificas.

Los histogramas N? 1 y 2 resumen los resultados obtenidos
con los distintos tratamientos con respecto al contenido protei
co.
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Histograma N2 2

.- contenido proteico

.- testigo

.- riego

.- pulverizacidén

- riego y pulverizacién
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6- ESTUDIOS ESTADISTICOS

Se ajust6 a los datos un modelo de andlisis de la varianza
de un factor multivariado (11 grupos, 5 variables), Timm (1975).
Se compar6 luego :cada tratamiento con el testigo teniendo en cuen
ta todas las variables estudiadas. Cuando la diferencia entre un
tratamiento y su testigo result§ significativa al S% se estudib
cual o cuales variables provocaban esta diferencia.

6.1-Extractos algales:el cuadro N2 15 consigna el estudio esta
distico de los datos comparativos entre el efecto de los extrac

tos algales y el testigo.

Como se observa en el cuadro si se tienen en cuenta las cin
co variables estudiadas son significativas las diferencias entre
el testigo y todos los extractos probados salvo el extracto acuo-
so sin diluir.

Para el extracto acuoso directo sin diluir la diferencia
se debe especialmente a un aumento del valor de las variables
nGmero de semillas germinadas, peso seco y contenido proteico.

En el caso del extracto acuoso directo diluido a la mitad
la diferencia se debe a un mayor nimero de semillas germinadas.

Para los extractos etéreos sin dilufr y diluido a la mitad
la diferencia se debe a una disminucién en la altura promedio
de las plantas y a un aumento en el nfinero de semillas germina-
das respectivamente.

En el caso del extracto acuoso dilufdo a la mitad la dife-
rencia se debe fundamentalmente a un aumento en el nGmero de se-
millas germinadas, en el valor del peso seco y del contenido
proteico.
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6.2-Filtrados algdles: el cuadro N2 16 consigna el estudio es-
tadistico de la imbibicién de las semillas en los filtrados al-

gales. La diferencia entre las plantas obtenidas a partir de
las semillas y el testigo correspondiente, teniendo en cuenta
las 5 variables estudiadas, es significativa; debiéndose funda-
mentalmente en este caso a un aumento en el nfimero de semillas
germinadas.

6.3-Filtrados algales y tratamientos posteriores: el cuadro
N2 17 consigna el estudio estadistico de los datos comparati-
vos entre los diferentes tratamientos posteriores a la imbi-

bici6én. Si se tienen en cuenta las cinco variables estudiadas
en todos los casos lcs tratamientos dan diferencias significati
vas con el testigo, debidas siempre a efectos sobre el conteni
do proteico de la parte aérea. En el caso del riego el conte-
nido proteico aumenta, mientras que con la pulverizacibén y con
pulverizacién y riego combinado el valor disminuye.
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Comparacién de los mejores tratamientos de cada bloque

(extractos vs. filtrado algal): los mejores tratamientos
de cada bloque se eligieron teniendo en cuenta el grado de sig
nificacién de las diferencias con el testigo. Dentro del blo-

que de los extractos el tratamiento mids efectivo fue el del
extracto acuoso dilufido a 1la mitad, mientras que para filtra-
dos algales el m4s efectivo fue el riego.

E.A. 1/2 x vs Riego
F (5,66)=0,344 no significativo
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DISCUSION

En afios recientes se ha acumulado suficiente evidencia de
que los extractos de algas tanto marinas como de aguas continen
tales aceleran la germinacién de las semillas, mejoran el creci
miento y aumentan la productividad y el contenido proteico de
ciertos cultivos. De la misma manera se observaron efectos en
plantas tratadas con filtrados algales, pero el nGmero de expe-
riencias realizadas es menor. La importancia de los citados fil
trados algales reside en el hecho de que contienen sustancias e-
laboradas por las algas y liberadas luego al medio ya sea duran-
te su vida o por muerte y lisis de las mismas. Estas sustancias
pueden tener actividad biolégica promotora o inhibidora y produ-
cir efectos en las plantas que comparten el habitat, existiendo
en algunos casos un paso intermedio que depende de la flora del
suelo (mineralizacién).

Cabe sefialar de acuerdo a la bibliograffa consultada y a
los resultados obtenidos en el presente trabajo que los distin
tos géneros y especies utilizados para la preparacidén de ex-
tractos o de filtrados algales dan resultados diferentes debi-
do al metabolismo, del cual dependen los productos extracelula-
res propios de cada cepa. De la misma manera es diferente la
respuesta de cada una de las plantas vasculares probadas. De
ahi, que no se pueden dar pautas generales con respecto a la
influencia de diferentes especies algales sobre el crecimiento
y desarrollo de vegetales superiores.

La importancia de este tipo de ensayo reside entonces en
la posibilidad de obtener una tecnologia general basada en nu-
merosisimas experiencias que permitan manejar un paridmetro da-
do en funcién de una determinada necesidad. Asi, en plantas
de importancia econfmica, seria de gran interés obtener un
mayor contenido proteico y peso seco, manteniendo un balance
nutricional adecuado. De la misma manera puede resultar impor-
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tante lograr plantas con un mayor nGmero de hojas (tabaco, té,
yerba mate) o con mayor altura del vdstago (lino, cafia de azG-
car) o con una morfologia apropiada para un sistema de laboreo
dado. Ademids y con respecto al porcentaje de germinacibn, un
aumento en &ste parfimetro se traduce en una mayor productividad
sin modificaci6n de los costos.

En las condiciones de nuestra exberiencia se han alcanza-
do algunos de éstos objetivos mediante el tratamiento con extrac
tos y filtrados algales de una cepa de Tofypothnix tenuis como au-
mento en el porcentaje de germinacién, disminucién de la altura
de las plantas, aumento en el valor del peso seco y del contenido
proteico. .

Con respecto a las diferencias observadas- para el valor
del contenido proteico en el bloque de filtrados algales de a-
cuerdo al tratamiento recibido por la planta podemos sefialar:
1) cuando el filtrado algal es suministrado a la planta en for-
ma de riego, los principios activos estin sujetos a las varia-
ciones del suelo en cuanto a dilucién, escurrimiento, evapora-
cifén, etc.; una vez absorbidos por 1la rafz pueden ser transpor
tados por la corriente transpiratoria y llegar a los sitios de
accién donde pueden ser modificados o no por el metabolisma ce-
lular.
2) cuando el filtrado algal es suministrado a la planta por pul
verizaci6n es muy probable que los principios activos se .acumulen
y alcancen niveles no fisiol6gicos por imposibilidad de translo
carse o metabolizarse a nivel de la hoja dando como resultado la
inhibicién del metabolismo proteico. Por otra parte podrian ac-
tuar como inhibidores competitivos.

Cabe sefialar que los extractos etéreos si bien no producen
efecto sobre el ntimero de hojas, peso seco y contenido proteico,en
su forma no dilufda disminuyen significativamente la altura de la
planta, factor éste que podrfa tener importancia en algunos culti
vos. Por otra parte el extracto dilufido a la mitad si bien no
tiene efecto sobre la mayorfa de los paridmetros aumenta el por-
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centaje de la germinacién lo cual podria traducirse en una mayor
biomasa.

En nuestra experiencia los mejores resultados se obtuvieron
mediante el tratamiento con extracto acuoso dilufido a la mitad
(mayor porcentaje de germinacién, mayor peso seco, Yy mayor cCOn-
tenido proteico), para el bloque de los extractos algales. Con
respecto a los filtrados algales y tratamientos posterjores los
mejores resultados se obtuvieron con riego (mayor porcentaje de
germinacién y mayor contenido proteico). Los estudios estadisti
cos, analizando las 5 variables en conjunto, indican que no hay
diferencias entre los mejores tratamientos de cada bloque. Esto
implica que de acuerdo a las circunstancias o a las posibilidades

técnicas o a las necesidades se elegird un tratamiento u otro.Porejem

plo en nuestro caso si se desea disponer del cultivo de mafz co-
mo forraje se adoptard el tratamiento con extractos algales dado
que en este caso se observan entre otros efectos un aumento en
el peso seco.

Cabe sefialar que en ambos casos el efecto benéfico en el
pardmetro contenildo proteico podria explicarse por un auymento
en el metabolismo proteico debido a la probable liberacibdn de
sustancias nitrogenadas, entre ellas amino4cidos, por la cepa al
gal utilizada (7. tenudis).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo para ma§z son de
gran importancia en el caso de esta planta forrajera,
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