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CARACTERIZACION CITOMORFOMETRICA DE ANABAENA CIRCINALIS
(CYANOPHYTA) EN UNA PROLIFERACION MASIVA EN EL EMBALSE
PAsO DE LAS PIEDRAS (PROVINCIA DE BUENOS AIRES, ARGENTINA)

GIMENA ARGANARAZ BONINIY, ELISA R. PARODI* 23y EDUARDO J. CACERES *°5

Summary: Cytomorphometric characterization of Anabaena circinalis (Cyanophyta) from a bloom in the
lake Embalse Paso de las Piedras (Buenos Aires Province, Argentina). The principal goal of the work
was to make a statistical analysis of the morphology of individuals of Anabaena circinalis growing in a
bloom in Embalse Paso de las Piedras (Provincia de Buenos Aires, Argentina), identified by a gene
probe for this species. Our results suggest that 1) it is possible to characterise individuals of A. circinalis
growing in eutrophic condition, by using statistical parameters of the vegetative cells dimensions, 2) the
criterion based on akinete morphology should not be used for characterization given the no maturation of
akinetes in eutrophic conditions and the trend to morphological uniformity between the vegetative cells
and immature akinetes, and 3) spherical heterocyst and vegetative cells can be discriminated by size but
not by shape, whereas both can be differentiated from ovoidal akinetes. The variance analysis of the
length of vegetative cells indicates all trichomes belong to the same species.
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Resumen: El objetivo principal de este trabajo fue realizar un tratamiento estadistico de los caracte-
res morfolégicos de los individuos de Anabaena circinalis presentes en una proliferacién masiva del
Embalse Paso de las Piedras (Buenos Aires, Argentina) cuya identidad se determiné mediante
técnicas moleculares. Se plantearon como objetivos especificos de este trabajo: 1) analizar las
dimensiones celulares y parametros estadisticos de centralizacion y dispersion; 2) analizar la posi-
cion relativa de los heterocistos y las acinetas en el tricoma; 3) analizar la composicién porcentual
de los distintos tipos de células del tricoma; 4) analizar relacién entre valores promedio del ancho y
largo celular; y 5) analizar la variacién del largo celular en células vegetativas de diferentes tricomas.
Los resultados obtenidos sugieren que en condiciones eutréficas: 1) es posible caracterizar a los
individuos de Anabaena circinalis mediante parametros estadisticos referidos a las medidas de las
células vegetativas de los tricomas, 2) el criterio basado en los caracteres morfolégicos de las
acinetas inmaduras no debe ser utilizado para ese fin, dadas la no-maduracién de las acinetas en
condiciones eutréficas y la tendencia a la uniformidad morfométrica entre las células vegetativas y
las acinetas inmaduras, y 3) los heterocistos y las células vegetativas, uniformemente esféricos,
sélo pueden diferenciarse entre si por su tamafio y no por su forma, mientras que ambos a su vez
pueden diferenciarse de las acinetas ovoidales por su forma. En cuanto al andlisis de la varianza del
largo de las células vegetativas, los resultados obtenidos confirman que todos los tricomas pertene-
cen a una misma especie.
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La eutrofizacion de los cuerpos de agua como
consecuencia de actividades agrondmicas o indus-
triales constituye un problema de contaminacién
que puede llegar a producir dafios ecologicos gra-
Ves, con perjuicios econémicos importantes. Estos
episodios pueden ocurrir en reservas hidricas des-
tinadas al consumo humano domeéstico, por lo que
pueden también comprometer en forma directa la
salud de la poblaciéon (Chorus & Bartram, 1999;



Whitton & Potts, 2000). En efecto, en estos am-
bientes altamente eutrofizados se han producido
en el mundo numerosas proliferaciones masivas de
diferentes especies de cianobacterias (Komarek,
1958; 1999; Baker, 1991; Baker et al., 1993), per-
tenecientes a diversos géneros, Microcystis,
Anabaena, Nostoc, Oscillatoria, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis (Alberghina & Loez, 1991,
Reynolds, 1991; Pizzolo6n et al., 1999; Chorus &
Bartram, 1999; Madigan et al., 1999; Whitton &
Potts, 2000), pudiendo algunas ser ellas ser poten-
ciales productoras de anatoxinas o saxitoxinas y
por ende ser posiblemente toxicogénicas (Baker,
1991). En especial, Anabaena circinalis
Rabenhorst ex Born. et Flah. ha sido incluso aso-
ciada a la produccion de elevadas concentraciones
de saxitoxinas (Negri & Jones, 1995; Chorus &
Bartram, 1999). Beltran & Neilan (2000) han tam-
bién encontrado que diferentes cepas australianas
de A. circinalis son efectivas productoras de
neurotoxinas anatoxinas o de toxinas paralizantes,
y que las mismas estan segregadas geograficamente
y genéticamente en el nivel de sus ARNr 16S.

Es por ello que en casos de proliferaciones algales
masivas, una correcta tarea de identificacion es esen-
cial para encarar cualquier diagndstico de situacion,
tarea preventiva o accion de control. La identifica-
cion clésica de los representantes del orden Nostocales
estd basada principalmente en la morfologia de
acinetas y de células vegetativas y en el grado de
curvatura de los tricomas (Komaérek, 1958;
Desikachary, 1959; Komarek & Anagnostidis, 1989;
Baker, 1991; Baker & Fabro, 1999). Sin embargo,
algunos de estos caracteres morfologicos pueden no
aparecer definidos o constantes en algunas poblacio-
nes, debido a la influencia del ambiente en el cual se
desarrollan los tricomas. En particular para A.
circinalis, durante sus proliferaciones masivas en
aguas eutrofizadas con baja relacion N: P, las acinetas
no llegan a desarrollarse completamente (van Dok &
Hart, 1996), por lo que no es posible reconocerlas
con certeza (Argafiaraz Bonini, 2001).

Desde 1992 se suceden en forma recurrente pro-
liferaciones masivas en las aguas eutrofizadas del
Embalse Paso de las Piedras, Provincia de Buenos
Aires, Argentina (Echenique et al., 1999, Pizzolon
et al., 1999). El Embalse Paso de las Piedras, es
un lago artificial de 37 km? de superficie, distante
57 km de la ciudad de Bahia Blanca (Fig. 1) y es
la Unica fuente de provision de agua potable para
la region, que alberga aproximadamente 500.000

habitantes. En algunos casos se tratd de Anabaena
spiroides pero en otros la especie detectada fue
precisamente A. circinalis. Su determinacion basa-
da en caracteres morfologicos clasicos no pudo
realizarse con certeza por lo que su determinacion
especifica debié ser realizada mediante técnicas
moleculares por el Dr. lan Falconer de la Univer-
sidad de Adelaida, Australia, sobre la base de un
gen marcador de esta especie. Durante los meses
abril-mayo de 2000 se produjo la importante prolife-
racién masiva de A. circinalis que motivo este estu-
dio.

Es por ello que en este trabajo se intenta caracte-
rizar morfométricamente a los individuos de esta po-
blacion de A. circinalis con la idea de precisar pautas
basadas en su morfologia, que permitan una correcta
identificacion de sus individuos en condiciones
eutréficas, basada en caracteres morfologicos. Hasta
el momento no se han realizado estudios estadisticos
de este tipo en ninguna poblacion de A. circinalis del
mundo. Se plantearon los siguientes objetivos espe-
cificos: 1) analizar las variaciones de las dimensiones
de células vegetativas, acinetas y heterocistos me-
diante parametros estadisticos de centralizacion y dis-
persion; 2) analizar la posicion relativa de los
heterocistos y las acinetas inmaduras en el tricoma;
3) analizar la composicion porcentual de células
vegetativas del tricoma.
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Fig. 1. Ubicacién del Embalse Paso de las Piedras, provincia de
Buenos Aires, Argentina. Barra escala: 100 km.




MATERIAL Y METODOS

Las muestras se tomaron mediante arrastre su-
perficial con red de plancton de 30 um de malla.

Las determinaciones quimicas se realizaron en
el Laboratorio de Quimica Marina del Instituto Ar-
gentino de Oceanografia (1.A.D.O). Los nutrientes
(fosfatos, nitritos y nitratos) fueron determinados
con un autoanalizador Technicon I, de acuerdo
con Treguer y Le Corre (1975), Eberlein y Kattner
(1987) y Grasshoff (1983).

Para las mediciones de tricomas, células
vegetativas, heterocistos y acinetas inmaduras, se
utilizaron tanto materiales vivos como fijados en
solucién de formol al 4%.

Para caracterizar el patron de espiralado de los
tricomas, se conto el nimero de espiras por tricoma
y se midieron el largo y el ancho de la abertura de
cada espira. Con estas medidas se calcularon el
promedio, el desvio estandar, y los valores maxi-
mos y minimos del largo y del ancho de la espira.

La posicion relativa de los heterocistos en el
tricoma se determind en tricomas que presentaron
1 6 mas heterocistos (N=59). Se calcul0 el nimero
promedio de células vegetativas entre heterocistos
con la formula: X ,, = (N, + N) / H, en donde, X,
, = numero promedio de células entre 2 heterocistos,
N_, = células vegetativas, N_ = acinetas inmaduras,
H = ndmero total de heterocistos.

Para analizar estadisticamente las variaciones del
largo y el ancho en células vegetativas, acinetas y
heterocistos, se midieron esos parametros en un total
de 1008 células correspondientes a 123 tricomas ob-
servados. Previamente al procesamiento estadistico
de los datos, se graficaron los valores morfométricos
obtenidos (largo y ancho celulares) de las tres clases
de células, a fin de visualizar las variaciones natura-
les de dichas magnitudes en y entre cada tipo celular.
En el gréfico, cada valor aparece representado por
una columna. Con los valores de cada dimension, se
calcularon los siguientes parametros estadisticos de
centralizacion y dispersion: promedios, desviaciones
estandar, varianzas, covarianzas, medianas, modas,
maximos y minimos.

Ademas, para cada una de las tres clases de
células que forman los tricomas, se confecciona-
ron histogramas de frecuencia de los valores del
ancho y del largo celulares. Para ello, se determi-
naron valores artificiales de clases, dentro de las
cuales se pudieran agrupar los datos originales. El
objetivo fue poder comparar los histogramas de

las tres clases de células. Por lo tanto, los valores
fueron organizados en 9 clases artificiales para el
largo y 5 clases artificiales para el ancho.

Para analizar la variacion del largo en células
vegetativas, se aplicaron métodos estadisticos
inferenciales. Se realiz6 un test ANOVA (Remington
& Schork, 1970). Puntualmente, el objetivo fue veri-
ficar la existencia de uniformidad en los promedios
del largo de las células vegetativas, para lo cual se
realiz una seleccion de 29 tricomas formados por
10 o mas células vegetativas, asumiendo que cada
tricoma era un individuo. De cada uno de ellos, se
registro el largo de 5 células vegetativas tomadas al
azar (x;) y se calcularon a partir de estas medidas: el
promedio muestral, la varianza muestral (s?), el pro-
medio entre estos dos parametros y la varianza de las
medias muestrales. Se realizé un anélisis de varianza
ANOVA I, consideradndose los distintos efectos
aleatorios sobre cada tricoma (Sokal & Rohlf, 1981,
1999). Los datos con los que se trabajé fueron: K =
numero de individuos (29), n, = tamafio muestral (5),
N = ndmero total de células medidas (145). Se acep-
t6 la hipdtesis nula (p < 0.001).

RESULTADOS

Las concentraciones de nutrientes obtenidas fue-
ron: fosfatos, 1,3 mg.I?, nitritos 4,31 mg.I? y nitra-
tos 12,73 mg. I,

Se observaron tricomas espiralados. En general,
las espiras se presentaron superpuestas (Fig. 2 a, b, c,
d), aunque algunas veces fue posible encontrarlas dis-
puestas en sentidos opuestos (Fig. 2 e, f). Normal-
mente, el ndmero de espiras fue de 2-3, hasta 4 en
algunos casos. La abertura promedio de las espiras
fue 19,05 ( 4,53) wm por 19,98 (+ 5,43) um, alcan-
zando valores maximos y minimos de 33,60-12,32
um para el largo y 36,96-14,56 um para el ancho.

Los tricomas estuvieron constituidos por tres
clases de células: células vegetativas, heterocistos
y acinetas inmaduras (Fig. 2). La proporcion de
cada tipo celular fue variable; aunque las mas nu-
merosas fueron siempre las células vegetativas que
representaron el 68 % del tricoma, mientras que
las acinetas inmaduras y los heterocistos represen-
taron respectivamente el 21% y el 11% restantes.

La separacion promedio entre heterocistos
intercalares y solitarios fue de 15 células vegetativas
(aproximadamente 90 um). En cuanto a las acinetas
inmaduras se ubicaron solitarias o en grupos de 2
a 3 (hasta 5 en algunos casos). Las mismas se



Fig. 2. Anabaena circinalis. Distintos patrones de espiralizacion del tricoma (MO). A-B: espiras simples dispuestas en un
mismo plano. C-D: espiras compactas, dispuestas en varios planos. E-F: espiras en sentidos contrapuestos. Células vegetativas
en division (&); heterocistos intercalares (h) con nédulos polares (flechas); acinetas inmaduras (a). Barras escala = 10 um.



hallaron siempre separadas de los heterocistos por
una distancia que vario entre 25-40 um (menos
frecuentemente 12 um), valores correspondientes
al espacio ocupado por 5-8 (2) células vegetativas
(Fig. 2F).

Existio una gran variacion entre los tamafios ce-
lulares en un mismo tipo célular. Sin embargo, del
analisis de los datos de las dimensiones de los distin-
tos tipos celulares surgen coincidencias, por ejemplo
entre el largo maximo de las células vegetativas y el
largo minimo de las acinetas inmaduras, y entre los
anchos minimos de heterocistos y acinetas inmaduras
(7,28 um). Estas coincidencias se observan en el gra-
fico de la Fig. 3, donde cada columna representa un
valor del largo o del ancho celulares.

Los valores promedio de las dimensiones celu-
lares y otros parametros estadisticos se muestran
en la Tabla 1. La relacién morfométrica entre cé-
lulas vegetativas, heterocistos y acinetas inmaduras
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mostré a estas Ultimas como las células mas largas
y a los heterocistos como las de mayor volumen.
Ademas, quedd manifiesta la similitud de forma
esférica entre las células vegetativas y los
heterocistos, debido a la escasa diferencia entre
sus promedios del largo y ancho celulares.

En células vegetativas, heterocistos y acinetas
inmaduras tanto el largo como el ancho mostraron
una amplia variacion en cuanto a las frecuencias de
las clases (Fig. 4, A, B). En células vegetativas los
valores de largo y ancho mas frecuentes correspon-
dieron a la clase 5,6 um. Para los heterocistos, la
clase 7,6 um fue la que presentd mayor frecuencia,
tanto para el ancho como para el largo y la de me-
nor frecuencia fue la clase 6,6 um. Para las acinetas
inmaduras, la mayor frecuencia para el largo corres-
pondi6 a la clase 8,6 um, mientras que para el an-
cho la mayor frecuencia fue coincidente con la cla-
se 5,6 um de las células vegetativas.
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Fig. 3. Anabaena circinalis. Dimensiones de células vegetativas, heterocistos y acinetas inmaduras. A: largo celular (mm),
B: ancho celular (mm). Cada columna representa la frecuencia de aparicién en nimero de casos, de los valores de ancho o
de largo celulares consignados en las absisas, para cada una de las tres clases de células
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Fig. 4. Anabaena circinalis. Histogramas de frecuencia. A: largo. B: ancho.
Células vegetativas: N, =680; N__ = 693. Acinetas inmaduras: N = 209. Heterocistos = 109.

largo ancho

Tabla 1. Parametros estadisticos descriptivos para las dimensiones celulares. Células vegetativas (N, = 693), heterocistos
(N, = 109), acinetas inmaduras (N, = 209).

lancho |392 (6,72 [528 028 | 0,53 ! 5.60 5.60
Vegelativas |largo |2,80 | 7,28 | 585 (078 | 088 | 5.60 560 10,11

ancho [4.48 [ 840 (695 [068 | 082 6,92 | 6,72
Heterocistos |largo |5.04 | 840 |7.00 (060 [ 078 | 7,28 [ 6,72 (0,56
Acinetas ancho (448 [ 784 [564 |029 | (.54 3,60 3,60
inmaduras  |largo | 728 [12,32 | 8,10 (080 | 0,50 | T4 | TA4 (020

Tabla 2. Test de ANOVA. Resultados muestrales y calculos relacionados con la prueba de hipdtesis realizada para
verificar la existencia de uniformidad en los promedios del largo celular en células vegetativas. La variable de ensayo
“largo celular” (w) sigue una distribucion Frt v S acept6 la hipotesis nula para el valor de F correspondiente al nivel de
significacion del 1 %. f de v: fuente de variacion; SC: suma de cuadrados; gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; F:
distribucién; p: probabilidad.

fdev sC gl CM F p
Entre 757742 | 28 27,062 1,082 0,372
IDentre | 2902,006 116 25,017

Tatal 3659,748 144 |
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La relacion del largo y ancho en los heterocistos
(Fig. 5), alcanzo un alto valor para el ajuste de la
regresion lineal (0,78), mientras que para células
vegetativas y acinetas inmaduras fue bajo (0,06 y
0,18 respectivamente).

Durante el analisis de la variacion del largo celu-
lar en células vegetativas se establecié que no exis-
tieron diferencias significativas (p< 0.01) (Tabla 2).

DISCUSION

Teniendo en cuenta los valores de fosfatos ob-
tenidos, era logico esperar una frecuencia baja en
el nimero de acinetas dentro del total de células
observadas, y de ellas ninguna totalmente madura,
de acuerdo a lo postulado por van Dok & Hart
(1996). En efecto, estos autores han demostrado
en un estudio bajo condiciones controladas que
solo con muy bajas concentraciones de fosforo se
incrementa la aparicion y se produce la completa
maduracion de las acinetas.

Si bien se observo una gran variacion en el nimero
y ubicacion de los heterocistos en el tricoma, puede
definirse al tricoma con una organizacion metamérica
isopolar que, de acuerdo a Komarek & Anagnostidis
(1989), posibilita la caracterizacion génerica de
Anabaena pero no de una especie. En este sentido,
estos mismos autores sefialaron que el nimero de
heterocistos por tricoma puede variar entre diferentes
especies y que la frecuencia de aparicion de los mis-
mos en el tricoma depende también de las condiciones
ambientales. En efecto, se sabe que la escasez de ni-
trogeno actla como disparador de la produccién de
heterocistos (van Dok & Hart, 1996).

En cuanto a las dimensiones de los heterocistos,
se hallaron coincidencias entre los valores méxi-
mos y modales para el ancho y el largo celulares.
Estos resultados, considerando la escasa diferencia
entre los promedios, el elevado valor del coefi-
ciente de regresion, la distribucion de los pares de
puntos y la covarianza obtenida (la mayor de los
tres tipos de células), corroborarian la forma esfé-
rica predominante de los heterocistos en esta po-
blacion de A. circinalis, sobre a la subesférica
descripta por Desikachary (1959) para otras po-
blaciones de esta especie. En efecto, en el presente
estudio, en los heterocistos la regresion lineal fue
significativa, ya que la linea de tendencia se ajusto
a la mayoria de los puntos.

En cuanto a las dimensiones celulares de los
individuos de esta poblacién de A. circinalis, las

mismas fueron en general menores que las publi-
cadas por Desikachary (1959) para otras poblacio-
nes de la especie, quien sefialé un largo de 8-14
um para las células vegetativas, 8-10 um para los
heterocistos de forma subesférica y 16-18-(34) um
para las acinetas, sin hacer referencia a los valores
del ancho. En el caso de las células vegetativas,
los resultados estadisticos aqui realizados, arroja-
ron el mismo valor de mediana, moda y de mayor
frecuencia tanto para el ancho como para el largo,
es decir que hubo cierta uniformidad en el tamafio
de las células, dentro de un rango de variacion de
3 um para el ancho y 4 um para el largo. La coin-
cidencia de la mayor frecuencia para la clase 5,6
mm, tanto para el ancho como para el largo en las
células vegetativas, indicaria también el predomi-
nio de la forma esférica sobre la subesférica en las
células vegetativas. Para el caso de las células
vegetativas esta afirmacion no concuerda con lo
sefialado en resultados (Fig. 7) sobre la forma alar-
gada indicada por Desikachary (1959) para estas
células en otras poblaciones de la especie.

En cuanto al andlisis de la varianza del largo
de las células vegetativas, los resultados obtenidos
confirman que todos los tricomas pertenecen a una
misma especie. La variacién en el largo celular es
levemente mayor entre las muestras que dentro de
ellas, debido a que, a pesar de desarrollarse dentro
de un mismo ambiente, el largo de las células
vegetativas de tricomas diferentes no es uniforme.

La posicion de las acinetas inmaduras en el
tricoma permite definir a su desarrollo como
paraheterocitico en tricomas metaméricos, segun
el criterio de Komarek & Anagnostidis (1989). En
cuanto a la forma de las mismas, en los tricomas
estudiados las acinetas inmaduras se observaron
elipsoidales o doliiformes, pero nunca cilindricas
0 curvadas. Si se tiene en cuenta que las acinetas
maduras de esta especie son cilindricas, con extre-
mos redondeados y algunas veces curvadas
(Desikachary, 1959; Komarek & Anagnostidis,
1989), se advierte imposibilidad de una correcta
determinacion clasica de esta especie con estas con-
diciones de desarrollo de las acinetas. El largo ce-
lular de las acinetas inmaduras vari6 considerable-
mente, mientras que el ancho se mantuvo constan-
te. La mediana del largo coincidié con el valor de
mayor frecuencia, mientras que el ancho alcanzé
los mismos valores de mediana y moda que las
células vegetativas, lo cual demostraria cierta uni-
formidad morfométrica. Es decir que, en general,



existe un valor comdn y constante para el ancho
tanto en células vegetativas como en acinetas
inmaduras, independientemente de sus largos, como
lo demuestran el gréfico, los bajos coeficientes de
regresion y los valores de varianza y desvio estandar
calculados. Por lo tanto, las pequefias variaciones
del ancho celular de células vegetativas y acinetas
inmaduras existentes, podrian deberse al crecimien-
to celular.

Es decir que para estas dos clases de células el
aumento del largo se produciria independientemen-
te, sin un incremento necesario del ancho, como lo
sefialan los indices de covarianza calculados para
cada una de ellas. En general, el grafico de disper-
sion de las células vegetativas mostré un incre-
mento del largo para valores determinados del an-
cho, el cual se mantuvo constante. Por otra parte,
para valores del largo mayores a 6,72 um, se ob-
servé un aumento progresivo del ancho celular,
que produjo una disminucion en la desviacion de
los puntos con respecto a la linea de tendencia.
Debido a esto, los puntos formados por medidas
del largo mayores a 8,4 um escaparon a la linea de
tendencia, mostrando un importante incremento en
las desviaciones.

CONCLUSIONES

1) Es posible caracterizar a los individuos de
Anabaena circinalis creciendo en condiciones
eutréficas, por medio de la utilizacién de
parametros estadisticos de las medidas celulares
vegetativas de los tricomas, 2) el criterio basado
en los caracteres morfologicos de las acinetas no
debe ser utilizado para ese fin dadas la no-madura-
cion de las mismas en estados eutroficos y la ten-
dencia a la uniformidad morfométrica entre célu-
las vegetativas y acinetas inmaduras, y 3)
heterocistos y células vegetativas, esféricos, pue-
den diferenciarse entre si por sus tamafios, mien-
tras que ambos a su vez pueden diferenciarse de
las acinetas ovoidales por su forma.
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