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Resumen

En esta tesis se evalud el rol de los rasgos ecoldgicos en el desarrollo de las cianobacterias
Nostocales planctonicas usando distintas aproximaciones. La busqueda bibliogréfica
mostrd, para la totalidad de especies del grupo (86), que el tamafio y la forma celular
variaron entre los tipos de células (vegetativas, heterocitos y acinetas) y se identificaron 3
subgrupos de especies basados en similitudes morfoldgicas. En un experimento de
laboratorio, en limitacion de nitrogeno una especie con heterocitos intercalares alcanzé
mayor tasa de fijacion, mayor biomasa y mayor longitud de filamentos que una especie con
heterocitos terminales. En la primera especie los heterocitos se desarrollaron sélo en
ausencia de nitrogeno, mientras que en la segunda estuvieron presentes en todos los
escenarios de nutrientes. Sin embargo, ambas especies sélo fijaron nitrogeno en escenarios
de limitacion. En el ambiente se encontrd que las especies con heterocitos intercalares se
desarrollaron en un amplio rango de nutrientes, de manera similar al experimento,
evidenciando que las floraciones no se restringen a condiciones de limitacion de nitrégeno.
Ademas, la proporcion heterocitos/células vegetativas (indicador potencial de fijacion de
nitrégeno) fue alta en situaciones de bajo N y nula a altas concentraciones de N, de manera
similar al experimento. En un experimento de germinacion el indculo de acinetas parecid
ser el principal factor determinante del reclutamiento, sin observarse un efecto claro de los
nutrientes sobre el mismo. Finalmente, si bien las Nostocales comparten las células
especializadas, variaciones en estos y otros rasgos determinan desemperfios diferentes

dentro del grupo, ante las condiciones del ambiente.



Abstract

In this thesis the role of traits on the development of planktic cyanobacteria Nostocales was
evaluated using different approaches. The bibliographic compilation showed, for all the
species of the group (86), that cell size and shape were variable among cell types, and that 3
subgroups were identified based on morphological similarities. On a laboratory experiment,
at N limitation a species with intercalary heterocytes reached higher N-fixation rate, higher
biomass and longer filaments than a species with terminal heterocytes. For the first species,
heterocytes developed exclusively at N-fixation, while for the second species it was present
at all nutrient scenarios. However, both species only fixed N at limitation scenarios. In the
field, the species of Nostocales with intercalary heterocytes developed in a wide nutrients
range, in a similar way that at the experiment, showing that blooms not necessarily are
restricted to nitrogen limitation conditions. Also, the heterocyte/vegetative cells ratio
(proxy of nitrogen fixation) was high at low nitrogen concentrations and zero at high
nitrogen concentrations, similar to the experiment. On a germination experiment the akinete
inoculum seemed to be the main factor determining the recruitment, without a clear effect
of nutrients in the recruitment. Finally, despite Nostocales share the specialized cells,
variations in these and other traits determinate different performances within the group,

depending on the environmental conditions.
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Introduccion general

Las cianobacterias son un grupo de procariotas de suma relevancia evolutiva y
ecoldgica. Se tratan de organismos muy antiguos; los registros fosiles (Pilbara, Australia)
indican que su presencia podria datar de unos 3.000 a 3.500 millones de afios (Schopf 1993),
aunque la presencia de abundantes fosiles y de manera continua se da alrededor de 2.200-
2500 millones de afios atras (Schopf, 2000; Cavalier-Smith, 2010). Pero no es sélo su gran
antigliedad lo que los hace interesantes, ademas han contribuido a la historia geoldgica y
bioldgica de la Tierra por su rol en los ciclos biogeoquimicos y en la oxigenacion de la
atmosfera primitiva. La evidencia sugiere que la aparicion de la fotosintesis oxigénica se dio
en primer lugar en estos organismos, alrededor de por lo menos 2.500 millones de afios atras

(Cavalier-Smith 2010, Schopf 2011, Lyons et al. 2014).

Si bien las cianobacterias poseen una estructura celular sencilla por ser procariotas,
han desarrollado una gran variedad de estrategias, tanto morfoldgicas como fisioldgicas, y se
encuentran en una amplia gama de ambientes, desde terrestres a acuaticos, marinos y

continentales (Whitton y Potts 2000).

Las cianobacterias poseen gran relevancia debido a su posibilidad de formar
floraciones (crecimientos masivos) potencialmente nocivas. Las floraciones pueden afectar
el funcionamiento de los ecosistemas en términos de balances de nitrégeno y carbono,
disponibilidad de oxigeno y luz, reorganizacién en las comunidades bioldgicas y disminucién
de la biodiversidad (Huisman et al. 2018). Ademas, como algunas especies pueden producir
un amplio rango de componentes bioactivos toxicos o con malos olores, representan un riesgo
potencial para el consumo de agua potable y para el uso recreacional de los cuerpos de agua.
Por lo tanto, las floraciones de cianobacterias generan pérdidas de valor ecoldgico,

econdmico y recreacional de cuerpos de agua en todo el mundo. Los escenarios de cambio



Introduccion general

climético global pronostican un aumento de la frecuencia, magnitud y duracién de dichas
floraciones, debido al incremento en la temperatura y la eutrofizacion (Paerl y Huisman
2008). Por lo tanto, existe una necesidad imperante de aumentar nuestra capacidad de
explicacion y prediccion del funcionamiento de las floraciones, para reforzar las acciones

enfocadas en la prevencién y mitigacion de estos fendGmenos.

Un enfoque posible para el estudio del fitoplancton es el de los rasgos ecolégicos, ya
que posee el potencial de explicar la organizacién de las comunidades ecoldgicas del
fitoplancton en gradientes ambientales, y de predecir sus reorganizaciones ante los cambios
globales (Reynolds 2006). Los rasgos ecoldgicos son caracteristicas que pueden proveer
aptitud ecoldgica a los organismos y pueden ser de diferentes tipos: fisioldgicos,
morfoldgicos, de comportamiento y relacionados con el ciclo de vida (Figura 1.1) (Litchman
y Klausmeier 2008). El uso de los rasgos ecoldgicos se origino en la ecologia vegetal y se
expandié al fitoplancton por las ventajas de estos organismos para ser utilizados como

modelos (Violle et al. 2007, Litchman y Klausmeier 2008).
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Figura I11. Rasgos ecoldgicos del fitoplancton clasificados segun el tipo (morfoldgicos,

fisioldgicos, de comportamiento y de

historia de vida) y el eje de funcion ecoldgica

(reproduccién, adquisicion de recursos, evasion de la predacion). Modificada de Litchman

& Klausmeier, 2008.

Las cianobacterias plancténicas poseen varios rasgos ecolégicos distintivos, como la

adaptacion a distintas intensidades de luz, la produccion de vesiculas gaseosas, la produccién

de granulos de cianoficina y de polifosfatos, y la capacidad de sintetizar cianotoxinas.

Ademas, las cianobacterias planctonicas del orden Nostocales, que son el objeto de estudio

de la presente tesis, poseen dos rasgos ecoldgicos exclusivos del grupo: la fijacion de
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nitrdgeno en heterocitos y la formacion de acinetas. Estos rasgos ecoldgicos estan
enmarcados en diferentes ejes de funcion ecoldgica de los organismos: la utilizacion de

recursos (fijacion del nitrégeno en heterocito) y la reproduccion (acinetas) (Figura 1).

El heterocito es una célula especializada en la fijacion de nitrégeno, que provee una
ventaja adaptativa en situaciones de limitacion de nitrogeno, y principalmente la presencia
del heterocito (fijacion de nitrodgeno en heterocito) es la caracteristica que define la monofilia
de las Nostocales (Tomitani et al. 2006, Komarek et al. 2014). Ademas, los miembros
plantdcnicos del orden Nostocales pueden producir otra célula especializada, la acineta, una
célula de dormicién que le permite a la poblaciéon sobrevivir en el sedimento durante
condiciones adversas. Ciertas evidencias apuntan a que la aparicion de los heterocitos fue

anterior al surgimiento de la acineta (Tomitani et al. 2006, Uyeda et al. 2016).

El heterocito en general se diferencia a partir de una célula vegetativa en respuesta a
la limitacion de nitrégeno en el medio. Durante el proceso de diferenciacion de un heterocito
ocurren varios cambios morfoldgicos y fisiol6gicos. Uno de los principales cambios es el
desmantelamiento de parte del aparato fotosintético (el fotosistema II, PSII) con la
consiguiente pérdida de la capacidad autotréfica, por lo cual los heterocitos son traslicidos
en comparacion con las células vegetativas (Kumar et al. 2010). Ademas, la pérdida del PSII
evita la liberacion de oxigeno producto de la ruptura de la molécula de agua que ocurre
durante la fase luminica de la fotosintesis. A nivel fisioldgico esto causa que en el heterocito
los niveles de oxigeno sean minimos (Wolk C. P. 1996) y permite el funcionamiento de la
enzima responsable de la fijacion de nitrdgeno, la nitrogenasa, la cual se inhibe
irreversiblemente por el oxigeno. Otras estrategias para reducir el contacto con el oxigeno

son el desarrollo de capas externas adicionales y el contacto con las células vegetativas

10
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vecinas a través del nédulo polar (Komarek 2013). De esa manera se disminuye el punto de
contacto entre células y se mantiene el intercambio de moléculas nitrogenadas (desde el
heterocito hacia las células vegetativas) y de productos de la fotosintesis (desde la célula
vegetativa hacia el heterocito). El heterocito con frecuencia se encuentra a intervalos
regulares (Komérek, 2013) y puede estar distribuido a lo largo del filamento de manera
intercalar o sélo de manera terminal en los extremos del filamento. Su posicion y forma son
caracteristicas especie-especificas que tienen valor taxonémico; es posible, ademas, que
dichas caracteristicas tengan valor ecoldgico, aunque esto no ha sido ain explorado en

profundidad.

La acineta es una célula de dormicién que se diferencia a partir de una o mas células
vegetativas en respuesta a diversos estimulos ambientales (Komarek, 2013). Si bien no hay
un disparador universal de la diferenciacion de la acineta, su formacion se asocia a
condiciones desfavorables para el crecimiento, tales como la disminucion de la intensidad
luminica, del fotoperiodo, de la temperatura (Kaplan-Levy et al. 2010) y de la desecacion,
entre otros. Las acinetas maduras poseen paredes engrosadas y sellan los puntos de contacto
con las células vecinas, lo que las aisla fisiolégicamente de las células vegetativas y del
ambiente. Ademas, durante la diferenciacion y maduracion las acinetas almacenan sustancias
de reservas y varias copias de ADN, lo que podria permitir divisiones rapidas al momento de
la germinacion (Sukenik et al. 2011). La acineta puede desarrollarse en el filamento de forma
adyacente o distante respecto al heterocito; esta posicidn es especie-especifica, y tiene valor
taxonémico (Komarek, 2013). También es posible que esta caracteristica tenga valor

ecologico, aungue esto aun no ha sido estudiado.
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La produccién de las células especializadas es facultativa y es un proceso
irreversible, es decir que una vez que ha finalizado la diferenciacion no pueden des
diferenciarse en células vegetativas ni dividirse, y no estan disponibles para contribuir al
crecimiento de la poblacion. La frecuencia de las células especializadas a nivel individual
(en el filamento) es variable. Para los heterocitos, puede variar desde la completa ausencia
0 escasez en condiciones de suficiencia de nitrégeno (por ej. 1 heterocito cada 1000 células
vegetativas) hasta una alta frecuencia en ausencia de nitrégeno (1 heterocito cada 20 células
vegetativas) (Cires et al. 2013b). Las acinetas se encuentran en menor frecuencia que los
heterocitos; usualmente varian entre la ausencia y el 0,2-0,4% de las células totales (Moore

et al. 2005, Everson et al. 2011).

El ciclo de vida de las Nostocales se compone de una fase pelagica y una fase
bentonica (Hense y Beckmann 2006). En la fase pelagica, mientras las condiciones sean
favorables, ocurre el crecimiento de los filamentos y eventualmente el desarrollo de
floraciones. Ante la limitacion de nitrégeno los filamentos pueden desarrollar heterocitos, y
cuando varios factores ambientales (como la luz y la temperatura) dejan de ser favorables
para el crecimiento, frecuentemente se observa desarrollo de acinetas. Cuando la poblacién
decae, estas células especializadas se desprenden de las células vegetativas vecinas y caen a
los sedimentos, donde se inicia la fase bentonica del ciclo de vida. Las acinetas pueden
permanecer en los sedimentos en estado latente durante meses o incluso afios (Whitton y
Potts 2000). Cuando las situaciones ambientales vuelven a ser favorables las acinetas
pueden germinar y, a partir del reclutamiento de los filamentos germinados en la columna
de agua, reiniciar el ciclo de vida. Sin embargo, los estadios de germinacién y

reclutamiento son poco conocidos debido a la dificultad de su estudio. Aln quedan muchas
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incdgnitas respecto a la fase bentodnica del ciclo de vida; por ejemplo, no se conoce cuél es
el rol de los nutrientes internos y externos en la germinacion, o si hay variacion en la
germinacién y reclutamiento entre especies dada por diferencias morfoldgicas (formay

tamarfio, la posicion de la acineta respecto al heterocito).

Si bien la fase plancténica del ciclo de vida es la mas estudiada, todavia existen
preguntas respecto al desarrollo de las Nostocales en su fase pelagica que aun permanecen
sin una respuesta clara. ¢ Todas las Nostocales planctonicas responden de manera similar a
las variables ambientales?, ¢ Las floraciones de Nostocales tienen mas éxito (mayores
biomasas, mayor recurrencia) en limitacion de nitrégeno debido a su capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico? Estos interrogantes pueden abordarse estudiando los rasgos
ecologicos anteriormente mencionados. Si bien las Nostocales planctonicas comparten la
capacidad de fijar nitrégeno y de producir la célula de dormicion, las especies que
conforman este grupo poseen una amplia diversidad de rasgos ecolégicos que pueden
conducir a respuestas disimiles, bajo las mismas condiciones ambientales. En este sentido,
los rasgos morfologicos de tamafio y forma celular tendrian influencia sobre la ecologia los
organismos. El tamafio celular es un rasgo clave, ya que impacta sobre todas las funciones
del organismo (Litchman y Klausmeier 2008, Litchman et al. 2010), mientras que la forma
celular influye sobre la adquisicion de nutrientes, como puede observarse en la Figura 1.
Otro rasgo clave, del tipo fisioldgico, es la tasa de crecimiento, ya que integra los ejes de la
reproduccion y la adquisicion de recursos. Se ha descripto una relacion inversa entre la tasa
de crecimiento y el volumen celular para el fitoplancton (Reynolds 2006), pero no se ha
explorado si esta relacion se mantiene en particular para las Nostocales. Ademas, hay

evidencias que sugieren que la tasa de crecimiento tiene una relacion inversa con la tasa de

13



Introduccion general

fijacion de nitrogeno atmosférico (Zevenboom et al. 1981, Kenesi et al. 2009). Si bien este
patron ha sido identificado para algunas especies, se desconoce si puede ser generalizable
para el grupo de las Nostocales. Por lo tanto, resulta interesante analizar mejor esta posible
limitacion fisioldgica para comprender la distribucion de las especies a lo largo de

gradientes ambientales, en particular de nutrientes.

Muchos de los rasgos ecologicos son plasticos ya que tienen la capacidad de variar
en respuesta a las condiciones del ambiente. Ademas, la variabilidad de rasgos puede ocurrir
a diferentes niveles taxondmicos, y los diferentes grados de conservacion de los rasgos
podrian dar idea de la historia evolutiva de los mismos. La mayoria de los rasgos no son
independientes y muestran interrelaciones, con la posible existencia de compromisos que
ocurren cuando un rasgo que es beneficioso para una funcion confiere una desventaja para
otras. Un ejemplo de compromiso es el que existe entre la tasa maxima de crecimiento y la
habilidad competitiva, conocido como estrategias r-K (Litchman y Klausmeier 2008). La
distribucion de los valores que adquieren los distintos rasgos ecoldgicos de una comunidad
puede reflejar un estado fisioldgico particular que integra varias sefiales ambientales
(Litchman et al. 2010). De esta manera, el estudio de los rasgos morfologicos puede proveer
informacién sobre la fisiologia, y en ultima instancia sobre la ecologia de un grupo.
Usualmente, las Nostocales son consideradas de manera homogeénea respecto a sus funciones
ecologicas, sin embargo, no todas las especies de Nostocales planctdnicas responden de
manera similar a las variables ambientales. Por lo tanto, caracterizar la variabilidad de rasgos
entre especies y en distintas condiciones ambientales, podria ayudar a mejorar la

comprension de este grupo de gran relevancia ambiental.
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Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Estudiar en las cianobacterias Nostocales formadoras de floraciones el rol que juegan los
rasgos ecoldgicos en su desarrollo. Discutir las implicancias que tiene esta aproximacion en
el mejoramiento de la capacidad de prediccion y mitigacion de las floraciones de Nostocales
que causan pérdidas de valor ecoldgico, econdmico y recreacional de cuerpos de agua en

todo el mundo.

Obijetivos, hipotesis y predicciones especificos (el marco conceptual se detalla en cada

capitulo)

I. Caracterizar la variabilidad de los rasgos ecologicos en Nostocales a escala celular,
individual y poblacional, realizando una busqueda bibliografica exhaustiva y

experimentos controlados de laboratorio (Capitulo 1).

H1. Las células especializadas mantienen el tamafio de las células vegetativas

de las que derivan.

P1: El volumen de las células especializadas sera similar al volumen de

las células vegetativas.

H2. Cada tipo de célula (vegetativa, heterocito, acineta) tiene una forma

celular predominante.

P2: La forma celular se asociara al tipo de celula.

15
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H3. Durante la fijacion de nitrgeno el crecimiento de las Nostocales

plancténicas es mas lento que con disponibilidad de nitrégeno.

P3: Las tasas de crecimiento disminuiran durante la limitacién de

nitrégeno.

I. Analizar el rol de la posicion del heterocito y su presencia sobre caracteristicas eco-
fisiologicas (longitud del filamento, densidad de heterocitos, cantidad de nitrégeno
fijado y biomasa) en especies de Nostocales con distinta posicion del heterocito en el
filamento y bajo distintas condiciones de nutrientes, realizando un experimento de

laboratorio (Capitulo 2).

H4. En fijacion de nitrégeno el crecimiento de las especies con heterocitos
terminales es méas limitado que el de las especies con heterocitos

intercalares.

P4: En ausencia de nitrogeno, las especies con heterocitos terminales

tendran menores biomasas que las especies con heterocitos intercalares.

H5. Durante la fijacion de nitrégeno, el nimero de heterocitos por filamento
limita la cantidad de células vegetativas que se desarrollan en el

filamento.

P5: En ausencia de nitrogeno las especies con heterocitos terminales
tendran filamentos mas cortos que en situaciones de consumo de

nitrogeno.
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H6. Durante la fijacion de nitrégeno, las especies con heterocitos terminales
tienen menores requerimientos de fosforo que las especies con heterocitos

intercalares.

P6: En ausencia de nitrogeno las especies con heterocitos terminales

consumiran menos fosforo que las especies con heterocitos intercalares.

H7. En ausencia de nitrdgeno, las especies con heterocitos terminales fijan

menos nitrogeno que las especies con heterocitos intercalares.

P7: En ausencia de nitrdgeno, las especies con heterocitos terminales
tendran menor tasa de fijacion de nitrogeno que las especies con

heterocitos intercalares.

I11. i) Explorar a campo la respuesta de las especies de Nostocales en términos de biomasa
y de la proporcion del namero heterocitos/nimero células vegetativas en distintas
concentraciones de nutrientes. ii) Comparar los resultados obtenidos en el laboratorio
(ambiente controlado) con los obtenidos en el campo (ambiente no controlado)

(Capitulo 3).

H8. Las Nostocales planctonicas desarrollan floraciones con alta proporcion de
heterocitos en ambientes con baja disponibilidad de nitrégeno y alta

disponibilidad de fésforo.

P8: En el ambiente las Nostocales desarrollaran floraciones con alta
proporcién numero heterocitos/nimero células vegetativas a baja

disponibilidad de nitrégeno y alta disponibilidad de fosforo.
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Objetivos e hipdtesis

H9. En el ambiente, las floraciones de especies de Nostocales planctonicas con
heterocito en posicion intercalar se desarrollan tanto a baja como alta
disponibilidad de nitrogeno, de manera similar a lo observado

experimentalmente en el capitulo 2.

P9: En el ambiente, las floraciones de Nostocales plancténicas con
heterocito intercalar tendran biomasas similares tanto a baja como alta

disponibilidad de nitrégeno.

H10. En el ambiente, las floraciones de Nostocales planctonicas con heterocito
terminal tienen menor desarrollo a baja disponibilidad de nitrégeno que a
alta disponibilidad de nitrogeno, de manera similar a lo observado

experimentalmente en el capitulo 2.

P10: En el ambiente, las floraciones de Nostocales plancténicas con
heterocito terminal alcanzardn menores biomasas a baja disponibilidad de

nitrogeno que a alta disponibilidad de nitrégeno.

IV. i) Vincular la identidad de acinetas individuales en el sedimento (composicion y
abundancia) con las especies reclutadas a partir de la germinacion. ii) Evaluar si la
posicidn relativa de la acineta respecto al heterocito (adyacente o distante, como
proxy de disponibilidad de N) y la disponibilidad de nutrientes en el medio afectan

el reclutamiento durante los primeros estadios del ciclo de vida (Capitulo 4).

18



Objetivos e hipdtesis

H11. En condiciones que favorecen la fijacion del nitrgeno, el reclutamiento
es mayor en las especies con acinetas adyacentes al heterocito que en las

especies con acinetas distantes al heterocito.

P11: En ausencia de nitrégeno, la densidad de filamentos reclutados sera
mayor en especies con acinetas adyacentes al heterocito que en especies

con acinetas distantes al heterocito.

H12. En disponibilidad de nitrégeno, el reclutamiento es mayor en la especie

con mayor cantidad de acinetas en los sedimentos.

P12: En disponibilidad de nitrégeno, la mayor densidad de filamentos
reclutados sera de la especie con mayor densidad de acinetas en los

sedimentos.
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Capitulo 1: Rasgos morfoldgicos vy fisioldgicos

Patrones de variabilidad de los rasgos morfologicos y
fisiologicos en las cianobacterias Nostocales a nivel
celular, individual y poblacional

Introduccion

Las Nostocales comparten la habilidad de fijar nitrogeno en el heterocito y producir
células de dormicion (la acineta) y estas células especializadas integran rasgos claves de la
adquisicion de recursos y del ciclo de vida. El grupo de las Nostocales posee una gran
variabilidad de sus rasgos ecoldgicos a nivel celular (forma y tamafio), individual (posicién
relativa de las células especializadas, morfologia del filamento) y poblacional (tasa de

crecimiento).

Los rasgos morfologicos son buenos predictores de los procesos fisiologicos y la
funcion de los organismos fitoplancténicos (Kruk et al. 2010). Frecuentemente las especies
con morfologias similares comparten funciones similares y responden de manera
equivalente a las variables ambientales, sin importar su relacién filogenética (Reynolds
et al. 2002). La mayoria de los estudios que aplican rasgos ecoldgicos para el estudio de la
ecologia de las Nostocales (Reynolds et al. 2002, Padisék et al. 2009, Kruk et al. 2010,
2017) y de su filogenia (Uyeda et al. 2016) se enfocan en la presencia de las células
especializadas. Aunque este enfoque es adecuado para diferenciar al grupo del resto del
fitoplancton (tanto taxondmica como ecoldgicamente), estudiar la variabilidad de los rasgos

ecoldgicos en Nostocales puede permitir diferenciar las especies del grupo.

La variabilidad de los rasgos ecoldgicos podria estar asociada a la distribucion de

las distintas especies de Nostocales a lo largo de gradientes ambientales. En efecto, Dolman
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et al. (2012) remarcaron que este grupo no deberia ser tratado como una unidad al
considerar los potenciales efectos de los cambios en el aporte de nutrientes sobre su
distribucion. Ademas, Reynolds et al. (2002) y Padisék et al. (2009) mayormente basados
en sus diferentes tolerancias y sensibilidades a la disponibilidad de luz y nutrientes
reconocieron tres grupos funcionales para Nostocales: SN (ambientes templados y con
mezcla vertical, Cylindrospermopsis y Raphidiopsis), H1 (ambientes eutréficos, con mezcla
y poca luz, por ej. Dolichospermum flos-aquae y Aphanizomenon) y H2 (condiciones de
mezcla pero en lagos menos eutréficos, por ej. Dolichospermum lemmermanni, D.
solitarium). Entonces, los estudios que consideren homogéneo al grupo de las Nostocales
podrian fallar en predecir tanto la diversidad de condiciones donde sus floraciones pueden

realmente ocurrir como la organizacion del ensamble en dichas floraciones.

Los escenarios de cambio climatico pronostican un aumento de la frecuencia, la
magnitud y la duracion de las floraciones de cianobacterias (Paerl y Huisman 2008). Por lo
tanto, hay una necesidad urgente de incrementar nuestra capacidad de explicar y predecir
cuéles rasgos ecoldgicos o especies de Nostocales se espera que estén presentes a lo largo
de gradientes ambientales de temperatura y nutrientes. Entender los rasgos ecoldgicos
claves responsables del desarrollo de las floraciones y como éstos se asocian a los factores
ambientales podria aportar herramientas de manejo para controlar las floraciones en los

sistemas acuaticos (Mantzouki et al. 2016, Paerl 2018).

En Nostocales, los heterocitos y las acinetas se desarrollan a partir de células
vegetativas, y por lo tanto podria esperarse que ambas células especializadas retengan el
tamafo y la forma de la célula de la que derivan. En efecto, de Tezanos Pinto et al. (2016)

en un estudio sobre los rasgos morfoldgicos de los diferentes tipos de células realizados en
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un tercio de los géneros de Nostocales (Dolichospermum, Chrysosporum y
Sphaerospermopsis), mostraron una relacion positiva entre el tamafio de la célula
vegetativa y el de las células especializadas (de Tezanos Pinto et al. 2016). Estos autores
indicaron que sin importar la forma de la célula vegetativa, los heterocitos eran
mayormente esféricos mientras que las acinetas eran principalmente esféricas o
cilindricas(de Tezanos Pinto et al. 2016). Esto sugiere que la forma de las células
especializadas difiere de la forma de la célula vegetativa. Propusieron asi que la forma (y
tamarfio) del heterocito refleja sus adaptaciones para limitar la difusién de oxigeno dentro de
la célula (el oxigeno inhibe irreversiblemente a la enzima responsable de la fijacion de
nitrogeno), mientras que la distribucion no azarosa de la forma de la acineta podria
atribuirse a los diferentes patrones de formacién y germinacion de la célula de dormicion
(de Tezanos Pinto et al. 2016). Sin embargo, otros géneros de Nostocales no incluidos en
dicho estudio (por ej. Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Cuspidothrix. Raphidiopsis,
Nodularia) parecen tener una morfologia celular diferente, tanto en las células vegetativas
como en las especializadas. Entonces, estos patrones morfolégicos emergentes observados
para un subconjunto de las Nostocales necesitan ser validados para todo el grupo. Si los
patrones previamente identificados se mantienen para todo el grupo, podrian dar sustento a

la hip6tesis que relaciona la morfologia a la funcion en los diferentes tipos de celulas.

Los heterocitos y las acinetas estan localizados en el filamento en posiciones
especie-especificas. La posicion del heterocito, intercalar (distribuidos a lo largo del
filamento, salvo en los extremos) o terminal (se ubican exclusivamente a los extremos del
filamento), puede tener implicancias ecoldgicas, ya que hay evidencias de que en

condiciones de limitacion de nitrogeno un heterocito se desarrolla cada 10-20 células
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vegetativas aproximadamente (Wolk et al. 1994, Zhang et al. 2006, Kumar et al. 2010). La
diferenciacion de las células vegetativas en heterocitos implica un costo energético y resulta
en la pérdida de la capacidad de division de la célula, lo que puede afectar negativamente a
la tasa de crecimiento. Ademas, la posicion del heterocito en el filamento también puede
afectar la tasa de crecimiento, ya que las especies con posicion terminal tienen como
maximo 2 heterocitos por filamento, mientras que las especies con posicion intercalar
pueden alcanzar un namero alto por filamento. Por lo tanto, podria esperarse que, en
situaciones de limitacidn de nitrgeno, las especies con heterocitos terminales tengan
mayor tasa de crecimiento méxima que aquellas con heterocitos intercalares, ya que es
menor el nimero de células diferenciadas en heterocitos (y que pierden la capacidad de
division celular). Finalmente, las acinetas pueden desarrollarse tanto adyacentes como
distantes al heterocito, y esto podria afectar el contenido de nitrégeno de esta célula de

dormicién, lo que podria a su vez tener efectos sobre la germinacion y el reclutamiento.

A nivel individual, la morfologia del filamento puede ser recta o espiralada, pero
este rasgo no es utilizado en la identificacion taxonémica ya que puede alterarse en cierto
grado en respuesta a las condiciones ambientales (Komarek 2013). Sin embargo, la
arquitectura del organismo tiene un rol importante en la adquisicion de la luz (Kirk 1994;
Reynolds 2006) y en el escape a la predacion (Litchman y Klausmeier 2008), y en
consecuencia puede influir cuando y donde las especies forman floraciones. No esta claro si
la forma del filamento esta determinada por otros rasgos morfolégicos, como la morfologia

celular.

A nivel poblacional, la tasa maxima de crecimiento es un rasgo fisiolégico que

integra la reproduccion y la adquisicion de recursos (Reynolds 2006, Litchman y
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Klausmeier 2008). Aunque en el fitoplancton se ha encontrado que existe una relacion
inversa entre la tasa de crecimiento y el volumen celular (Reynolds 2006), no esta claro si
esa relacion se mantiene para las Nostocales. También se desconoce si la tasa de
crecimiento estd conservada entre especies taxonémicamente relacionadas, y si lo hace, a
qué nivel ocurre (especifico o de género). Ademas, existe evidencia que indica que las tasas
de crecimiento disminuyen durante la fijacion de nitrogeno (ej. Zevenboom et al. 1981,
Kenesi et al. 2009). Sin embargo, todavia no esta claro si esta relacion inversa es especie-
especifica o si es generalizable a las Nostocales como grupo. El estudio de esta posible
limitacion fisioldgica puede ayudar a explicar la distribucion de las especies de Nostocales

a lo largo de gradientes de nitrogeno.

El objetivo de este capitulo es caracterizar la variabilidad de los rasgos ecoldgicos
en Nostocales a escala celular, individual y poblacional. Para ello se compil6
exhaustivamente de la bibliografia y de experimentos de laboratorio, y se sintetiz
informacidn referente a rasgos ecoldgicos, morfoldgicos y fisioldgicos. Se analiz6 tanto la
variabilidad de dichos rasgos ecoldgicos, como las relaciones entre rasgos, y la similitud de

rasgos entre las especies que conforman el grupo.
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Materiales y métodos

Recopilacion de datos

Los rasgos morfologicos de todas las especies de Nostocales planctonicas fueron
extraidos de la literatura actualizada (Komarek, 2013). Estos incluyeron: las dimensiones
(longitud y ancho) y la forma de los diferentes tipos de células (célula vegetativa, heterocito
y acineta), la posicion del heterocito en el filamento, la posicidn de la acineta relativa al
heterocito en el filamento y la morfologia del filamento. Para cada tipo de célula se
calcularon la longitud y el ancho promedios, asumiendo una distribucién normal de estos
rasgos bioldgicos continuos, basado en el argumento de Kerkhoff & Enquist (2009), que
fue testeado y verificado en de Tezanos Pinto et al. (2016) para Nostocales. La forma de
cada tipo de célula se clasifico en 3 categorias: cilindrica, ovalada y esférica, basado en la
descripcidn y las figuras en Komarek (2013). Se obtuvo el volumen celular (como medida
de tamafio) para cada tipo de célula usando la informacidn de longitud y ancho promedios y
la forma (s6lo se utilizé el diametro en el caso de las células esféricas), segun Hillebrand et

al. (1999).

Los datos de tasa m&xima de crecimiento se extrajeron de la bibliografia, solamente
se extrajo informacién de experimentos de laboratorio llevados a cabo en condiciones que
favorecen el crecimiento de la mayoria de las Nostocales. Dichas condiciones incluyeron:
fosforo (P) suficiente, nitrégeno (N) suficiente (situacion de consumo) o deficiente
(situacion de fijacion de N, con alta disponibilidad de P), temperaturas entre 20-25°C
(excepto para Cylindrospermosis que generalmente requiere mayores temperaturas de
crecimientos entre 25-27°C), pH neutro, y luz suficiente para alcanzar el crecimiento
maximo (alrededor de 100 pmol fotones m? s?, 0 al menos >50 pmol fotones m? s*). En
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disponibilidad de nitrgeno, cuando estaban disponibles varias fuentes, se seleccioné el
crecimiento con nitratos (NOz")' ya que esta forma quimica es la mas comunmente usada en
experimentos de laboratorio. Ademas, se registro la informacion respecto al medio de
cultivo y al fotoperiodo. Para evitar un efecto de confusion de factores debido a las
diferencias en los fotoperiodos reportados en la literatura, las tasas maximas de
crecimientos se estandarizaron a un fotoperiodo de 12 hs luz: 12 hs oscuridad cuando fue
necesario, siguiendo la metodologia utilizada por Bruggeman (2011). También se registro
el método usado para medir las tasas de crecimiento (densidad Optica, clorofila o densidad
celular). Se anot¢ el tipo de cultivo empleado (batch, semi-continuo, continuo), para
considerar la mortalidad cuando fuera necesario. En los casos en que los resultados estaban
expresados como duplicaciones (G), las tasas de crecimiento especificas () se calcularon a
partir de la ecuacion G=In 2/ (Fogg y Thake 1987; Reynolds 2006), donde una

duplicacion representa p = 0,69 d.

También se obtuvieron tasas de crecimiento a partir de experimentos de laboratorio
previos no publicados con Dolichospermum flos-aquae y Cylindrospermopsis raciborskii
(cepas aisladas de Michigan, EEUU), en ausencia y disponibilidad de nitrégeno. Los
monocultivos crecieron con medio WC (Guillard 1975) en un régimen semi-continuo
(dilucidn diaria de 0,2 d*) durante 28 dias en camara de cultivo con fotoperiodo constante
(14 hs luz: 10 hs oscuridad), irradiancia de 100 umol fotones m? sy temperatura de 25°C.
Para obtener los diferentes escenarios de nitrégeno se utilizaron dos concentraciones de N
contrastantes (N=0 y N=1000 uM) en suficiencia de fésforo (P= 20 uM). Para cada especie
y tratamiento se utilizaron 3 réplicas. Se tomaron muestras a tiempo 0 y semanalmente, y se

estimd la densidad de filamentos (n° filamentos mL™*) al microscopio dptico usando una
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camara de recuento de Palmer. La tasa maxima de crecimiento se calcul6 ajustando una
regresion lineal a la porcion lineal de la relacion entre el logaritmo natural de la densidad de
filamentos y el tiempo, incluyendo al menos 3-4 puntos. La tasa de dilucién se sumé a la
pendiente para considerar la mortalidad dada por la dilucion. Luego la tasa de crecimiento

se estandariz6 a un fotoperiodo de 12 hs luz: 12 hs oscuridad.

Andlisis de datos

Rasgos morfologicos

Para determinar en todas las especies de Nostocales si los tipos de células -
vegetativa, heterocito y acineta- tienden a tener tamafos similares, se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) de un factor. Cuando se encontraron diferencias significativas, en este

0 en todos los ANOVAs subsiguientes, se realizaron analisis post-hoc de Tukey HSD.

Para evaluar si los tamafios celulares diferian entre géneros, se corrieron regresiones
de cuadrados minimos generalizados (GLS, funcién ‘varldent’ en el paquete nlme de [R])
para cada tipo de célula diferente (vegetativa, heterocito y acineta), teniendo en cuenta la

falta de homocedasticidad y las desviaciones de la normalidad de los datos.

Se examinaron potenciales relaciones entre los tamafios de las células vegetativas y
los heterocitos o las acinetas, incluyendo a todas las especies. Para ello se teste6 cual de los
4 modelos funcionales (lineal, logaritimica, potencial o exponencial) se ajustaba mejor a
esas relaciones, basado en la comparacién de la significancia (favoreciendo los menores P-

valores) y los coeficientes de determinacion (seleccionando los mayores R?).
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Para determinar si los tipos de células tienden a exhibir diferentes formas (en todas
las especies de Nostocales) se realizé un test Chi-cuadrado de independencia. Luego se
considero si la forma y la posicion de las células especializadas diferian entre los géneros
dentro del mismo tipo de célula, usando estadistica descriptiva. Para explorar si las
asociaciones entre las formas celulares y la morfologia del filamento eran aleatorias, se

realiz6 un test Chi-cuadrado de independencia.
Tasas maximas de crecimiento

Para testear las posibles diferencias entre géneros para las tasas maximas de
crecimiento en disponibilidad de nitrégeno, se usé un modelo lineal general univariado

(GLM): un ANOVA con suma de cuadrados del tipo 111 para modelos desbalanceados.

Para examinar si la disponibilidad de nitrégeno (ausencia o suficiencia) y la
posicion de los heterocitos en el filamento (intercalar o terminal) podrian afectar la tasa
maxima de crecimiento, se corrio un ANOVA de 2 factores. Los datos de tasas de
crecimiento utilizados para este andlisis incluyeron sélo los de las cepas que fueron
expuestas tanto a ausencia y suficiencia de nitrogeno. El género Anabaenopsis fue excluido
del analisis, ya que sus miembros pueden presentar a lo largo de su ciclo de vida heterocitos
tanto en posicién intercalar como terminal en el filamento. Finalmente, se analizé también
la relacion entre la tasa maxima de crecimiento y el tamafio de las células vegetativas. Se
selecciond la funcién que mejor ajustaba a los datos (lineal, logaritmica, potencial o
exponencial), basado en la comparacion de sus significancias y el coeficiente de

determinacion (R?).
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En todos los casos en que fue necesario, cuando no se cumplieron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, se transformaron los datos de tamafio con logaritmo. Los
andlisis se realizaron usando R 3.3.3 (R Development Core Team 2017) y SPSS 20

Software.

Sefales taxondmicas de variacion de rasgos

Con los datos disponibles en la literatura de las tasas maximas de crecimiento para
maltiples cepas de cada especie, se realizé un analisis de la variacion en la tasa de
crecimiento, particionada entre especies dentro de los géneros versus entre los géneros.
Para ello se corrié un modelo estandar de efectos mixtos usando la funcion Imer() en el
paquete Ime4 de R (Bates et al. 2015). Este modelo tuvo efectos aleatorios para el género y
las especies (anidadas dentro del género). La significancia de los efectos aleatorios se
estimaron usando bootstrapping paramétrico, via la funcion PBmodcomp en el paquete
pbkrtest (Halekoh y Hgjsgaard 2014). Las agrupaciones de mayor nivel taxonémico fueron
ignoradas, ya que todos los géneros de este estudio pertenecen a la familia Nostocaceae. No
fue posible realizar analisis similares con los datos de tamarfio celular, debido a la falta de

maultiples estimaciones del tamafio dentro de las especies individuales.

Similitud de rasgos entre especies

Para el conjunto de las especies de Nostocales se utiliz6 el Neighbor Joining
clustering para evaluar la similitud entre el tamafio celular de la célula vegetativa, del
heterocito y de la acineta (variable cuantitativa) entre las especies. El rasgo de tamafio
celular (volumen) fue seleccionado ya que integra los rasgos de longitud, ancho y forma.

Luego las especies se categorizaron segun la morfologia del filamento (recta, espiralada o
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ambas, variable cualitativa). El analisis se llevé a cabo utilizando el software PAST 3.1

(Huang et al., 2013).
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Resultados

Rasgos morfolégicos

La tabla 1.1 resume los rasgos morfoldgicos recolectados y analizados para las 86
especies de Nostocales planctonicas, distribuidas en 10 géneros, que se esquematizan en la

Figura 1.1. La base de datos completa por especie se presenta en el Anexo 1.
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Tabla 1.1. Lista de los rasgos de las Nostocales recolectados y analizados. EI N representa

el numero de especies con informacion disponible.

Rasgos morfoldgicos

Longitud ®° (um)

Célula vegetativa Continuo 3-22 78
Heterocito Continuo 3,5-14 65
Acineta Continuo 6-61,4 84
Ancho 2 (um)

Célula vegetativa Continuo 1,55-13 86
Heterocito Continuo 2-13,3 80
Acineta Continuo 2,5-21,5 86

Volumen ¢ (umd)

Célula vegetativa Continuo 14,7-833 86
Heterocito Continuo 10,9-1231,2 80
Acineta Continuo 45,4-5384,3 86
Forma (Célula vegetativa, Categorico Cilindrica, ovalada o esférica 86 (81 para
Heterocito y Acineta) heterocitos)
Morfologia del filamento Categorico Recto, espiralado o ambos 86
Posicion de la acineta Categorico Adyacente o distante 79

relativa al heterocito

Posicion del heterocito Categorico Intercalar, primariamente terminal, 86
secundariamente terminal o ausente

Rasgos fisiologicos
0,100-1,410 (12hs luz, consumo de N) 74

Tasa maxima de Continuo
crecimiento 0,312-0,890 (12hs luz, fijacion de N) 17

avalor promedio entre el minimo y el maximo obtenidos de la literatura. ® cuando las células fueron esféricas,
solo se consider6 el diametro. ¢ el volumen fue calculado usando la longitud y el ancho promedios obtenidos
de la literatura.
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Dolichospermum Anabaenopsis

Anabaena

Cuspidothrix / Nodularia

Chrysosporum /

Figura 1.1. Esquema de los 10 géneros de Nostocales planctonicas descriptos segun
Komarek (2013). El tamafio de las burbujas indica la cantidad de especies de cada género.
El color indica informacion de los heterocitos; rojo (Raphidiopsis): ausente, naranja oscuro
(Cylindrospermopsis): heterocitos terminales primarios, naranja intermedio
(Anabaenopsis): heterocitos terminales secundarios, y naranja suave: heterocitos
intercalares. Las fotos y dibujos fueron extraidas de Komarek y Mare$ (2012).
Cylindrospermopsis ha sido recientemente renombrado como Raphidiopsis (Aguilera et al.
2018), pero en esta tesis se mantendra el sinénimo de Cylindrospermopsis respetando la

clasificacion original de Komarek (2003).
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Tamaro celular

El tamafio celular (volumen, n=86 especies) difirio significativamente entre los tipos
de células (ANOVA p < 0,001; gl = 2; F = 88,48). El tamafio de la célula vegetativa
(media: 156,7 +152,1 um?) fue similar al del heterocito (media: 226,2 +228,7 um?®) (Tukey
p = 0,107). Sin embargo, las células vegetativas fueron cerca de un orden de magnitud
menores que las acinetas (media 1428,5+1369,2um?3) (Tukey p < 0,001).

El tamafio de las células vegetativas difirid significativamente entre géneros: las
células de menor tamafio se encontraron en Cylindrospermopsis, las de tamafio intermedio
en Nodularia y Aphanizomenon, y las de mayor tamafo en Dolichospermum (Figura 1.2A).
Asimismo, el tamafio del heterocito difirid significativamente entre géneros: fue pequefio
en Cylindrospermopsis, y de mayor tamafio en Dolichospermum, Chrysosporum,
Sphaerospermopsis, Anabaenopsis y Aphanizomenon (Figura 1.2B). El tamafio de la
acineta también difirio significativamente entre géneros; las acinetas de menor tamafio se
observaron en Raphidiopsis y Cylindrospermopsis, y las de mayor tamafio en

Dolichospermum y Chrysosporum (Figura 1.2C).
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A) Tamanio de la célula vegetativa por género

800
a ab b abc b bc bc bc abc c
n=4 n=5 n=3 n=3 n=8 n=4 n=5 n=11 n=5 n=38
— 600
€
=
S 400
=
=2
e)
> 200 . "
o 11 ]
== | ¢ | ° | I—
B) Tamaiio del heterocito por género
1250 ;
a ab ab b b b b ab b
1000
E
a 750
5
£ 500
=
o
> 250 ﬁ [ 5 o
<
e ]
| =1 .
C)Tamano de la acineta por género
a a ab ab bc Cc bc ab abc C
4000
=
=
; | °
2000
E -
S ° .
= | .
) —=— == ——
\S ) @ W \ W\ 1S S 2 ©
o 30 d\)\")‘ .60‘“‘ o© o R o> b'oe(\ W
e“(\ Q‘(\\ ﬁo 59\ \1,0 SOSQ 6‘((\ ae(\ P;(\a o Q
G‘OSQ 12 o o o @ (o©
o 9 =

Figura 1.2. Tamafio de las células vegetativas (A) los heterocitos (B) y las acinetas (C) de
las 86 especies de Nostocales planctonicas, segun el género. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05). Los puntos son outliers, los diamantes sefialan las

medias estadisticas.
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Se encontrd una relacion positiva significativa entre el tamafio de las células
vegetativas y de los heterocitos (Figura 1.3A); el mejor ajuste fue el de la funcion potencial
(log-log) (p < 0,0001; log volumen heterocito = 0,47 + 0,95 x log volumen célula
vegetativa; R? = 0,758). También se encontr6 una relacion positiva significativa entre el
tamarfio de la célula vegetativa y el de la acineta (Figura 1.3B); el mejor ajuste fue el de la
funcion potencial (p < 0,0001; log volumen acineta = 1,62 + 1,08 x log volumen célula

vegetativa; R? = 0,62).
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Figura 1.3. Relacién entre A) el volumen la célula vegetativa y el del heterocito (n= 78 ya
que las especies de Raphidiopsis consideradas carecen de heterocitos), y B) el volumen de

la célula vegetativa y el de la acineta (n= 86).
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Forma celular

La forma celular estuvo asociada al tipo de célula (%~ = 70,80; gl= 4; p < 0,0001).

Las células vegetativas fueron mayormente cilindricas (~ +2,5 residuos de Pearson) y en
menor medida fueron esféricas (~ +0,5 residuos de Pearson), pero raramente ovaladas (~ -
2,5 residuos Pearson) (Figura 1.4). Los heterocitos fueron predominantemente esféricos (~
+4,5 residuos Pearson, 58 de 86 especies), incluyendo la mayoria de las especies de
Chrysosporum, Sphaerospermopsis, Anabaenopsis y Dolichospermum (Figura 1.4). Con
menor frequencia, los heterocitos fueron cilindricos (~ -3 residuos Pearson), principalmente
en los géneros Cylindrospermopsis, Nodularia, Cuspidothrix y Aphanizomenon (Figura
1.4). Las acinetas fueron principalmente ovaladas (~ +3 residuos Pearson) o cilindricas (~
+0,5 residuos Pearson), pero raramente esféricas (~ -4 residuos Pearson), exceptuando
Sphaerospermopsis, cuyas cinco especies poseen acinetas esféricas, y unas pocas especies

de Dolichospermum y Anabaena (Figura 1.4).

La forma de la célula vegetativa se asocio con la morfologia del filamento (y“ =

11,16; gl=2; p < 0,01): las células vegetativas cilindricas se asociaron con filamentos
rectos (~ +1 residuos de Pearson) y las células vegetativas esféricas con filamentos

espiralados (~ +2 residuos de Pearson).
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Célula vegetativa
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Figura 1.4. Frecuencias de las formas de cada tipo de célula indicado por género. Los

nameros sobre las barras indican cuantas especies incluyeron los géneros.

Posicion de las células especializadas en el filamento

Se encontr6 gque la mayoria de las especies desarrolla heterocitos en posicion
intercalar en el filamento (66 de las 86 especies en 9 géneros), mientras que sélo las 4

especies de Cylindrospermopsis desarrollan heterocitos en una posicién terminal primaria
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(se desarrollan exclusivamente en los extremos de los filamentos). Las 11 especies que
comprenden el género Anabaenopsis poseen heterocitos terminales secundarios (los cuales
inicialmente tienen una posicion intercalar, pero después de la fragmentacion del filamento
quedan ubicados en los extremos de los filamentos), y las 5 especies de Raphidiopsis

carecen de heterocitos a lo largo de todo su ciclo de vida.

Se observé que entre las Nostocales las acinetas se desarrollan 5 veces mas distantes
al heterocito (64 especies) que adyacentes (12 especies). Las pocas especies que desarrollan
acinetas adyacentes al heterocito se encontraron limitadas a 3 géneros: todas las especies de
Sphaerospermopsis, y unas pocas especies de Dolichospermum y de Cuspidothrix.
Finalmente, se registrdé que muy pocas especies son capaces de desarrollar acinetas en
ambas posiciones (distantes y adyacentes): 2 especies de Dolichospermum y 2 especies de

Cylindrospermopsis.

Tasas méaximas de crecimiento

Se obtuvieron 91 valores de tasas maximas de crecimiento correspondientes a 12
especies, distribuidas en 7 géneros (Anexo 2). Alrededor de 2/3 de la informacion
recolectada correspondid a cepas de 3 especies formadoras de floraciones:
Cylindrospermopsis raciborskii (31), Dolichospermum flos-aquae (18) y Aphanizomenon
flos-aquae (13) (Anexo 2). La mayoria de las tasas méximas de crecimiento recolectadas
se midieron en disponibilidad de nitrogeno (suficiente N inorganico disuelto en el medio,
n=74), y menos frecuentemente en situaciones de fijacion de nitrogeno (ausencia de N

aportado en el medio, n=17).
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Bajo condiciones de consumo de nitrégeno, las tasas maximas de crecimiento fueron
en promedio de 0,48 dia, con un rango de 0,1-1,41 dia™. Estas tasas difirieron
significativamente entre géneros (F=6,004; gl =6; p<0,0001). EI menor crecimiento se

observé en Nodularia, y el mayor en Cylindrospermopsis y Sphaerospermopsis (Figura

1.5).
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Figura 1.5. Tasas maximas de crecimiento por género. Los circulos indican los valores
medios y las barras la desviacion estandar. Las letras diferentes indican grupos

significativamente diferentes (p<0.05); n=numero de datos de tasas de crecimiento.

Se encontraron 14 casos donde las tasas maximas de crecimiento fueron medidas para

la misma cepa tanto en disponibilidad como de ausencia de nitrdgeno, incluyendo cepas de
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especies con heterocitos en posicion intercalar (n=6) y en posicion terminal (n=8) (Anexo
2). Ambos grupos de especies tuvieron tasas maximas de crecimiento similares bajo
ausencia y disponibilidad de nitrégeno (0,58 dia™ y 0,68 dia™, respectivamente). Sin
embargo, el factor de posicion del heterocito tuvo un efecto significativo en las tasas
méaximas de crecimiento (F=6,041; gl = 1; p = 0,02). Las especies con heterocitos
terminales (Cylindrospermopsis) crecieron significativamente méas rapido que las especies
con heterocitos intercalares (Aphanizomenon, Dolichospermum y Chrysosporum), a 0,75
dia! versus 0,5 dia®, respectivamente. La interaccion entre el aporte de N y la posicion del
heterocito no fue significativa (F= 0,01; gl = 1; p = 0,92). Tampoco se encontr6 una
relacion significativa entre la tasa maxima de crecimiento en condiciones de consumo de
nitrégeno y el tamafio de la célula vegetativa (p= 0,488; tasa méxima de crecimiento =

0,463 — 2,517*10* Volumen; R? = 0,049; n=12).

Finalmente, el analisis de variacion de las tasas maximas de crecimiento a nivel
taxondmico mostrd que este rasgo es mas variable entre géneros (representando el 21,5%
de la variacion total) que entre las especies de los géneros (~6% de la variacion total)

(Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Varianza total de la tasa maxima de crecimiento en cada nivel taxondmico
analizado.

Término del Estimador  Intervalo de % explicado de la

modelo de la confianza 95% varianza total
varianza

Especie 0,0138 (0,0000; 0,05821) 5,8%

Género 0,0037 (0,0000; 0,0412) 21,5%

Error residual ~ 0,0465 (0,0329; 0,0660) 72,6%

Los valores entre paréntesis indican el intervalo de confianza al 95% de la media. Los
intervalos de confianza para los parametros de varianza no pueden tener limites menores
que cero.

Similitud de rasgos entre especies

El anélisis de agrupamiento (Neighbour Joining Cluster) resulto en dos grupos
principales, Ay B (Figura 1.6). El cluster A se compuso de 35 especies con células de
tamario grande (tamafio promedio de las células vegetativas: 250 um?, de los heterocitos:
338 um?® y de las acinetas: 2727 um?®); estas especies son aproximadamente 3 veces
mayores que aquellas del cluster B. En el cluster A se encontraron la mayoria de las
especies de Dolichospermum (66%), Chrysosporum (75%) y Anabaena (60%). El cluster B
presentd dos subgrupos: B1 con 25 especies de tamafio celular intermedio (tamafio
promedio de las células vegetativas: 93 pm?, de los heterocitos: 144 um?y de las acinetas:
710 um®) y B2 con 21 especies con tamafio celular pequefio (tamafio promedio de las
células vegetativas: 66 pm?, de los heterocitos: 61 pm?® y de las acinetas: 177um?). B1
abarcd la mayoria de las especies de Sphaerospermopsis y Nodularia, y en menor medida

de Dolichospermum, Aphanizomenon y Anabaenopsis, mientras que el cluster B2 abarcé
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todos los representantes de Cylindrospermopsis, Raphidiopsis y Cuspidothrix. En cada
grupo (A, B1y B2) se identificaron ambos tipos de morfologia del filamento (espiralado y
recto) (Figura 1.6). Asimismo, dentro de cada género se encontraron ambas morfologias,
con excepcién de Cuspidothrix, Aphanizomenon y Anabaena que poseen filamentos

exclusivamente rectos (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Analisis de agrupamiento (Neighbor Joining Cluster) de todas las especies de
Nostocales calculado usando los siguientes rasgos: tamafos de la célula vegetativa, el
heterocito y la acineta, y morfologia del filamento. Las especies con filamentos espiralados
estan indicadas en color negro y los filamentos rectos en color azul. D= Dolichospermum,
S= Sphaerospermopsis, N= Nodularia, R=Raphidiopsis, A=Anabaena, Aph=
Aphanizomenon, Cyl=Cylindrospermopsis, Cusp= Cuspidothrix, Chr=Chrysosporum. H1,
H2, SN= grupos funcionales sensu Reynolds et al. (2002) y Padisak et al. (2009)
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Discusién

Rasgos morfol6gicos

La caracterizacion cuantitativa de la variabilidad de los rasgos morfolégicos en las
cianobacterias Nostocales realizada en este trabajo confirmo para todas las especies
plancténicas del grupo que existe una relacion entre las células especializadas y las células
vegetativas de las que se diferencian. El tamafio de las células vegetativas y las
especializadas se relacionan de forma positiva; por lo tanto, en general las células
vegetativas mas grandes producen células de fijacién de nitrégeno (heterocitos) y de
dormicién (acinetas) de mayor tamafio. Las células vegetativas y los heterocitos presentan
tamanios similares, probablemente debido a que un heterocito se diferencia a partir de una
sola célula vegetativa. Las acinetas, sin embargo, muestran una correlacion més débil con el
tamarfio de la célula vegetativa; la acineta es hasta alrededor de un orden de magnitud
mayor que las células vegetativas, como también fuera indicado por varios autores (por ej.
Nichols y Adams 1982; Sukenik et al. 2013). Esta diferencia de tamafio probablemente esté
asociada al alto contenido de material de reserva de las acinetas, a las paredes adicionales
depositadas (Komarek, 2013) y a la replicacién masiva de su genoma (Sukenik et al. 2011).
Ademas, su gran tamafio puede estar relacionado con la manera en que las acinetas se
diferencian; algunos autores han hipotetizado que varias células vegetativas se fusionan
durante la diferenciacion de las acinetas (Komarek 1975; Hindak, 1999, 2008). Sin
embargo, aun se desconoce en gran medida si tal fusion ocurre realmente y cuantas células
vegetativas estan implicadas en el proceso de diferenciacion; tampoco se sabe si esto ocurre
de manera especie-especifica o si esta relacionada a géneros particulares. El estudio de
estos mecanismos podria proveer un mayor entendimiento del ciclo de vida de las

Nostocales.
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La forma difirié significativamente entre los tipos de células: la célula vegetativa
resulto ser principalmente cilindrica, el heterocito mayormente esférico y la acineta
mayormente ovalada (y en menor medida cilindrica). Esta distribucion de formas no es
aleatoria, y puede reflejar tanto funciones particulares para cada tipo de célula, como los
principales cambios morfoldgicos y fisiologicos que ocurren durante la diferenciacion. Por
ejemplo, la forma cilindrica —caracteristica de la mayoria de las células vegetativas — tiene
la mayor relacion superficie/volumen (S/V), comparada con las formas esférica y ovalada,
y podria favorecer la captacion de luz para la fotosintesis en las células vegetativas. Se
encontrd que las células vegetativas cilindricas estaban asociadas con los filamentos rectos;
esta combinacién de rasgos podria estar favorecida en situaciones de baja luz debido a la
alta relacion S/V, tanto a nivel celular como de individuo. Reynolds (1997) puso en
evidencia que las especies morfolégicamente atenuadas (con reduccion en alguna
dimension) crecen mejor bajo condiciones sub-ideales de luz. En efecto, O’Farrell et al.
(2007) encontraron que la morfologia del filamento recta prevalecia en escenarios de baja
intensidad luminica. Por el otro lado, las células esféricas se asociaron con filamentos
espiralados, y esta combinacion de rasgos tiene una baja relacién S/V tanto en el nivel
celular como en el filamento.

La prevalencia de la forma esférica en los heterocitos puede ser una de las multiples
adaptaciones de las cianobacterias fijadoras de nitrégeno para limitar la difusion de oxigeno
hacia el interior de las células donde se aloja la nitrogenasa, la cual se inhibe ante el
oxigeno. Las formas esféricas no solo tienen las menores relaciones S/V, ademas poseen las
menores areas de contacto entre los heterocitos y las células vegetativas vecinas (Lang y
Fay 1971, Walsby 2007). Es posible que otras formas del heterocito sean menos eficientes

en limitar la difusion del oxigeno, lo que podria afectar la fijacion de nitrogeno. Si ese fuera
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el caso, entonces las especies con heterocitos esféricos (i.e. Dolichospermum,
Sphaerospermopsis, Chrysosporum y Anabaenopsis) alcanzarian mayores tasas de fijacion
de nitrégeno que las especies con heterocitos de forma cilindrica (i.e. Cuspidothrix,
Aphanizomenon, Nodularia y Cylindrospermopsis), aunque esta hipotesis necesita ser
evaluada.

La forma de las acinetas primitivas era cilindrica de acuerdo a la evidencia fosil
(Tomitani et al. 2006), pero el anélisis de este trabajo muestra que las acinetas de las
especies plancténicas contemporaneas son mayormente ovaladas, menos frecuentemente
cilindricas y raramente esféricas. Basado en observaciones de muestras naturales, podria
especularse que las diferentes formas de la acineta puedan tener un rol en el ciclo de vida,
desde el punto de vista de como se forman las acinetas. Por ejemplo, las formas ovalada y
esférica podrian estar asociadas con el alargamiento de una Unica célula vegetativa,
mientras que la forma cilindrica podria resultar de la fusion de varias células vegetativas.
Sin embargo, estas hipétesis deben ser puestas a prueba. También, basdndonos en
observaciones previas, las diferentes formas parecerian tener un rol en como germinan las
acinetas: como una sola célula en las acinetas cilindricas o como un filamento corto en las
acinetas ovaladas y esféricas. Sin embargo, es probable que estas observaciones sean
especie-especificas, por lo que necesitan ser validadas en el futuro. Si estas hipétesis son
comprobadas pueden aportar luz sobre el ciclo de vida de las Nostocales, que pueden ser
aun mas complejo de lo que se piensa actualmente.

Con respecto a la posicion de las células especializadas, los heterocitos se
encontraron con mayor frecuencia en posicion intercalar en el filamento, y con las acinetas
localizadas distantes a ellos. Adams y Duggan (1999) sugirieron que la adyacencia entre los

heterocitos y las acinetas podria ser ventajosa porgue las acinetas necesitan acumular
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grandes cantidades de cianoficina (por lo que requieren nitrégeno). Sin embargo, como esta
es la disposicion menos frecuentemente observada, podria ser que el requerimiento de
nitrégeno de la acineta no sea usualmente satisfecho Unicamente por el nitrégeno provisto
por los heterocitos.

Rasqgos fisiolégicos

Si bien la cantidad de datos de rasgos fisioldgicos recopilada fue menor que para los
atributos morfoldgicos, ésta abarco 7 géneros del total de 10 existentes en Nostocales, y se
incluyeron las especies formadoras de floraciones mas relevantes. En relacién a los rasgos
fisioldgicos, la tasa maxima de crecimiento promedio en Nostocales es comparable con la
de las cianobacterias como grupo, la de las diatomeas y la de los dinoflagelados, pero
mucho menor que la de las algas verdes (Schwaderer et al., 2011). Los resultados obtenidos
sugieren que existe menor variacion en la tasa maxima de crecimiento entre las especies de
un género que entre géneros. La gran cantidad de variacion no explicada encontrada podria
provenir de la incertidumbre experimental, de las diferencias metodolégicas entre estudios,
o de la variacion entre cepas de la misma especie. A su vez, podria ser mas adecuado
considerar a la tasa maxima de crecimiento como un desempefio en vez de rasgo, ya que la
misma puede variar segun el estado fisioldgico del organismo (Amaral et al. 2014).

Mientras que hay estudios que reconocen una relacion inversa entre la tasa méaxima
de crecimiento y el volumen celular para el fitoplancton (Reynolds, 2006), en este trabajo
no se encontrd esa relacion para Nostocales planctonicas. Esto podria deberse a que la
mayoria de las especies compartieron un rango de tasas maximas de crecimiento a lo largo
de un amplio rango de tamarios celulares. Los resultados podrian variar si se considerara el

tamario del organismo completo, en vez del tamafio de la célula individual, ya que la
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longitud del filamento puede variar marcadamente en respuesta a las variaciones
ambientales (O’Farrell et al. 2015, Sarthou Suarez 2016).

La ausencia de efecto significativo de la disponibilidad de nitrégeno sobre la tasa
maxima de crecimiento que se observo aqui es contra intuitiva. La fijacion de nitrdgeno es
un proceso energéticamente costoso (Wolk et al. 1994) y las células que se diferencian en
heterocitos se pierden para la division celular (Wolk et al. 1994; Zhang et al. 2006; Kumar
et al. 2010). Por lo tanto, era de esperar que mientras fijaran nitrégeno atmosférico las tasas
de crecimiento disminuyeran. Si bien estos resultados indicarian que el desarrollo de las
Nostocales es independiente de la disponibilidad de nitrogeno, los estudios a campo de
Dolman et al. (2012) mostraron que la distribucion de distintas especies de Nostocales varia
a lo largo de gradientes de nutrientes. Es posible que la falta de significancia pueda ser
explicada por el bajo numero de casos (14) encontrados, que puede ser muy pequefio para
detectar el compromiso, si este existiera. En cambio, la posicion del heterocito si evidencio
un efecto significativo sobre la tasa méxima de crecimiento, ya que Cylindrospermopsis —
que solo puede desarrollar heterocitos en posicion terminal — alcanzé tasas de crecimiento
significativamente mayores que las especies con heterocitos intercalares. Esto sugiere que
Cylindrospermopsis creceria mas rdpidamente que las otras especies en situaciones con
recursos suficientes. Sin embargo, experimentos de laboratorio muestran que la biomasa de
especies de este género es marcadamente menor cuando depende de la fijacion de
nitrégeno, en comparacion con las situaciones de consumo de nitrégeno. Esto puede
deberse a que otros factores ademas de la tasa méxima de crecimiento operan en el control
de la biomasa total (Kenesi et al. 2009, Burford et al. 2016). A su vez, estudios a campo
también muestran que la distribucion de Cylindrospermopsis esta limitada a situaciones en

que el nitrogeno disponible es alto (Kokocinski y Soininen 2012, Dolman et al. 2012),
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donde la fijacion de nitrdgeno raramente ocurre. Por lo tanto, otros rasgos ademas de la tasa
de crecimiento (por €j. la formay la posicion del heterocito en el filamento, la velocidad de
consumo de fdsforo y la constante de saturacion de luz) pueden determinar el resultado
competitivo de Cylindrospermopsis en ambientes naturales.

Similitud de rasgos entre especies

En el conjunto de especies de las Nostocales planctonicas se identificaron tres
grupos que comparten rasgos morfoldgicos similares determinados por el tamafio celular:
grande, medio y pequefio. Si consideramos que la morfologia plasma la funcion (Kruk et al.
2010), y que especies con morfologia similar frecuentemente responden de manera similar
a las variables ambientales (Reynolds et al. 2002), se podria hipotetizar que las especies con
rasgos morfolégicos similares tendrian mayores probabilidades de formar floraciones en
conjunto o en situaciones ambientales similares, que las especies con morfologias
diferentes.

Las especies del grupo funcional H1 sensu Reynolds et al. (2002) y Padisak et al.
(2009) (de habitats templados: lagos eutréficos estratificados y someros con baja
disponibilidad de nitrégeno) se encontraron principalmente en los clusters que contienen
especies de tamarfios grande e intermedio. Las especies del codon SN (habitats templados:
ambientes calidos mezclados) se encontraron exclusivamente en el cluster que contiene las
especies de menor tamafio. En la compilacion de Padisék et al. (2009) se observa que
apenas 1/4 de las especies de Nostocales planctonicas estan actualmente clasificadas en los
grupos funcionales. La compilacion de rasgos aqui realizada podria servir como base para
la clasificacion de las especies restantes en los grupos funcionales basados en morfologia, y
también podria cuestionar la actual localizacion de algunas especies en grupos funcionales

particulares. Por ejemplo, Cuspidothrix issatschenkoi y Aphanizomenon gracile estan
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actualmente clasificados como integrantes del codén H1, aunque, debido a su pequefio
tamafio celular y a la morfologia recta del filamento, podrian ser localizadas dentro del
codon SN, que actualmente esta formado exclusivamente por las especies
Cylindrospermopsis raciborskii y Raphidiopsis mediterranea. Sin embargo, para validar
esta idea se requiere recopilar evidencia a campo.

Finalmente, a pesar de que las diferencias en la morfologia pueden, al menos
parcialmente, explicar y predecir cuéles especies podrian encontrarse juntas formando
floraciones y cuales raramente se encontrarian en conjunto, otros rasgos no incluidos en
este estudio (por ej. rasgos de adquisicion de luz, consumo de fésforo, tolerancias a la
salinidad, produccion de toxinas) pueden también afectar la distribucion de las especies a lo
largo de los gradientes ambientales.

Este estudio constituye una mirada del vasto e importante cuerpo de investigacion
previo sobre las Nostocales (referencias en Anexos 1y 2). La informacion reunida y
sintetizada aqui se encuentra disponible para ser accedida por la comunidad cientifica para
abordar preguntas sobre la biologia de las Nostocales (Yema et al. 2018). Los datos de
rasgos ecoldgicos compilados pueden ser usados en estudios futuros para: analizar
relaciones entre rasgos y el ambiente, facilitar la identificacion taxonémica, calculos de
biovolumen, parametrizacion de modelos, enfoques de evidencia total en filogenia, y
analisis de diversidad funcional, entre otros. La recopilacion realizada contribuye a la
expansion necesaria de los datos disponibles (Kremer et al. 2017) y sienta las bases para
expandir la actual base de datos e incluir otros rasgos relevantes (adquisicion de luz y

nutrientes, toxicidad) no tratados en este estudio.
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Los resultados de este capitulo estan publicados en Yema, L., C. T. Kremer, 1. O’Farrell, y
P. de Tezanos Pinto. 2018. Assessing patterns of morphological and physiological trait
variations across heterocytous cyanobacteria at cellular and population levels.
Hydrobiologia 823:93-107. https://doi.org/10.1007/s10750-018-3698-5
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El rol de los heterocitos en la fisiologia y ecologia de las
Nostocales

Introduccion

Las floraciones de Cianobacterias suelen ser monoespecificas o estar compuestas por
unas pocas especies, aun asi, es dificil predecir cuales especies y en qué escenarios
formaran floraciones. Como se describio en el capitulo 1, conocer la variacién morfoldgica
de los rasgos podria ayudar a caracterizar algunos procesos fisiolégicos de las especies, y
asi en Gltima instancia diferenciar sus nichos ecoldgicos. De esta manera seria posible
predecir qué especies formarian floraciones en determinadas condiciones.

Dolichospermum y Cylindrospermopsis son 2 géneros comprendidos en las
cianobacterias Nostocales, con especies capaces de formar floraciones. Ambos géneros son
muy diferentes a nivel de rasgos morfolédgicos (tamarfio y forma de las células) como se
describid en el capitulo 1, y si bien comparten la presencia de los heterocitos, difieren en la
posicién del mismo. La posicion intercalar es el patrén mas comun de la distribucion de los
heterocitos en la mayoria de las Nostocales (7 de los 10 géneros) (Komarek 2013),
incluyendo a todas las especies del género Dolichospermum, tal como se observo en el
capitulo 1. En este caso los heterocitos se encuentran a intervalos regulares a lo largo del
filamento, y por lo tanto un filamento puede tener muchos heterocitos. Sin embargo, en
todas las especies en el género Cylindrospermopsis los heterocitos sélo se diferencian en
posicién terminal (Komarek 2013), entonces pueden encontrarse como maximo 2

heterocitos por filamento, uno en cada extremo.
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Si bien ambos géneros Dolichospermum y Cylindrospermopsis son capaces de fijar
nitrégeno, no es frecuente encontrarlas juntas en las floraciones. Es posible que las
diferencias en la morfologia dadas por la posicion de los heterocitos en el filamento entre
Dolichospermum (posicion intercalar) y Cylindrospermopsis (posicion terminal) resulten en
diferencias claves en sus caracteristicas fisiologicas. Esto a su vez, podria escalar al nivel
poblacional e influir sobre la distribucidn en el ambiente de esas especies. Por ejemplo, a
nivel individual, la distinta posicion de los heterocitos en el filamento podria limitar el
namero méaximo de células vegetativas en el filamento. La evidencia empirica muestra que
en situaciones de limitacion de nitrégeno se desarrolla un heterocito cada 10-20 células
vegetativas (revisado en Wolk 1994; Zhang et al. 2006; Kumar et al. 2010). Esto podria
sugerir que existe una proporcion particular entre el nimero de heterocitos y el nimero de
células vegetativas, dado el nimero de células vegetativas que puedan desarrollarse en base
al nitrogeno fijado por heterocito. Por lo tanto, bajo condiciones de fijacion de nitrogeno, el
namero de células vegetativas en un filamento en Dolichospermum seria proporcional al
namero de heterocitos. En la misma linea de pensamiento, podria asumirse que en situacion
de fijacién de nitrégeno los filamentos de Cylindrospermopsis alcanzarian un maximo de
20-40 células vegetativas, por los Unicos 2 heterocitos posibles. En condiciones de
suficiencia de nitrégeno, sin embargo, el nimero de células vegetativas en
Cylindrospermopsis podria ser mucho mayor que durante la fijacion de nitrégeno.

A nivel poblacional, la evidencia sugiere que la tasa de fijacion de nitrogeno es
directamente proporcional a la densidad de heterocitos (de Tezanos Pinto y Litchman
2010a). Sin embargo, algunos estudios describen la presencia de heterocitos sin fijacion de
nitrégeno (por ej. Kenesi et al. 2009). Ademas, se desconoce si la posicion del heterocito en

el filamento influye sobre la tasa de fijacion de nitrégeno de la poblacion. Las especies con
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heterocitos terminales podrian tener menor tasa de fijacidn que las especies con heterocitos
intercalares, que pueden desarrollar varios heterocitos por filamento. Esto a su vez podria
determinar que en limitacion de nitrogeno las especies con heterocitos terminales alcancen
menor biomasa que las especies con heterocitos intercalares.

Existe una relacion directa entre la fijacion de nitrégeno y los requerimientos de
fésforo, ya que la fijacion de nitrégeno incrementa la demanda de fosforo (Stewart y
Alexander 1971; Howarth et al. 1988). Este patron ha sido observado tanto en
Cylindrospermopsis (Kenesi et al. 2009) como en Dolichospermum (Stewart y Alexander
1971), y puede deberse a que durante la fijacion de nitrégeno hay un alto requerimiento de
ATP (se hidrolizan 16 moléculas de ATP por cada N> fijado) (Simpson y Burris 1984).
También podria explicarse por la alta expresion en los heterocitos -en comparacion con las
celulas vegetativas- de 2 enzimas de la fase oxidativa de la via de la pentosa fosfato
(glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa), las cuales contienen
fésforo en su estructura (revisado en Wolk 1994). Debido a que la presencia de heterocitos
parece relacionada a las necesidades de fosforo, podria argumentarse que durante la fijacion
de nitrégeno Cylindrospermopsis (que expresa como maximo 2 heterocitos por filamento)
tendria menores requerimientos de fosforo que Dolichospermum (que puede expresar varios
heterocitos por filamento). Otro argumento es que, a mayor disponibilidad de fosforo,
mayor serd la densidad de heterocitos que pueden desarrollarse y la cantidad de nitrégeno
fijado. En los actuales escenarios de aceleracion de la eutrofizacion es de particular
relevancia entender como la disponibilidad de fosforo afecta la fijacion de nitrogeno, y
como podria escalar a nivel poblacional y traducirse en la formacion de una floracion.

El objetivo de este capitulo fue analizar el rol de la posicion del heterocito, y su

presencia, sobre caracteristicas eco-fisioldgicas (longitud del filamento, densidad de
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heterocitos, cantidad de nitrégeno fijado y biomasa) en especies de Nostocales con distinta
posicion del heterocito en el filamento y bajo distintas condiciones de nutrientes, realizando
un experimento de laboratorio. Se trabaj6 con 2 cianobacterias con rasgos ecoldgicos
contrastantes, y que frecuentemente forman floraciones potencialmente tdxicas en cuerpos
de agua alrededor del mundo — Cylindrospermopsis raciborskii y Dolichospermum flos-
aquae. Ademas, Cylindrospermopsis es considerada una especie invasiva en las regiones
templadas (Padisék, 1997; Sinha et al., 2012), por lo que es de particular interés entender su
comportamiento en el ambiente. Estas cianobacterias fueron crecidas en monocultivos
expuestos a diferentes escenarios de eutrofizacion y se evaluaron sus respuestas eco-
fisioldgicas en términos de longitud del filamento, densidad de heterocitos, tasa de

nitrogeno fijado y biomasa.
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Materiales y métodos

Disefio experimental

Se emplearon 2 especies de cianobacterias Nostocales: Dolichospermum flos-aquae
y Cylindrospermopsis raciborskii. Las especies se aislaron de lagos de Michigan (EEUU) y
se mantuvieron en monocultivos. Antes del experimento, cada monocultivo fue pre-
acondicionado durante 2 semanas en un medio de cultivo WC sin nitrégeno y con baja
concentracion de fdsforo, para agotar los nutrientes almacenados en las células. Al inicio
del experimento cada especie se expuso a 2 concentraciones de nitrdgeno contrastantes
(N=0 para forzar la fijacion de nitrgeno y exceso de N -1000 pM (14 mg LY)- para
impedir la fijacion de nitrégeno, ya que la misma es generalmente despreciable a altas
concentraciones de nitrogeno) y 2 niveles de fosforo (baja concentracion P =1 uM (31 pg
L) y alta concentracion P= 20 uM (620 ug L), imitando el estado mesotréfico e
hipereutréfico, respectivamente, OECD 1982). Por lo tanto, los 4 tratamientos analizados
fueron: sin N - bajo P, sin N - alto P, alto N - bajo P y alto N - alto P. Los diferentes
tratamientos de nutrientes fueron obtenidos por modificacién de las concentraciones de
nitrégeno (nitrato) y fosforo en el medio WC regular (Guillard 1975). Para evitar la
limitacidn por carbono o hierro, se afiadieron asépticamente HCO3"y metales trazas (x2 y
x1,5 veces las concentraciones estandar, respectivamente) luego de autoclavar el medio
WC modificado. El experimento se llevd a cabo en frascos Erlenmeyer de 250 mL con 200
mL de medio de cultivo, y las especies se inocularon por separado a concentraciones de
aproximadamente 500 filamentos mL™. En total se utilizaron 24 unidades experimentales: 4
tratamientos * 2 especies * 3 réplicas. Las unidades experimentales fueron mantenidas en

condicionas adecuadas para el crecimiento de las cianobacterias en una cdmara de cultivo
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con: fotoperiodo constante (14 horas de luz: 10 horas de oscuridad), irradiancia de 100
umol photon m2 s y temperatura de 25°C, en un régimen semi-continuo (diluciones
diarias de 0,2 d1). Diariamente los frascos fueron agitados y reorganizados de manera
aleatoria dentro de la cdmara experimental para evitar efectos espaciales en la cAmara. El
experimento durd 28 dias basado en experiencias previas en las cuales se encontrd que esta
duracién era suficiente para permitir la saturacion de la biomasa y observar fijacion de
nitrégeno.

Se tomaron muestras al inicio del experimento y semanalmente, en un total de 5
muestreos. Las muestras para la estimacion de la densidad se preservaron con solucion de
Lugol y se contaron en una camara Palmer utilizando un microscopio 6ptico (400x). La
unidad de recuento fue el filamento, y la densidad se expres6 como nimero de filamentos
por mililitro. En cada fecha de muestreo se midieron la concentracion de las fracciones
inorganicas de nutrientes: nitrogeno total (Bachmann y Canfield 1996), nitratos (Crumpton
et al. 1992), fosforo total y fosfato en un analizador de nutrientes (Lachat Quik Chem 8500,
Method 10-115-01-1-F).

Al final del experimento, los siguientes rasgos morfoldgicos fueron analizados en
ambas especies: la longitud y el ancho del filamento (um), el namero de células vegetativas
y de heterocitos por filamento. Estos rasgos se midieron en 25 filamentos para cada especie
y réplica (25 medidas * 3 réplicas* 4 tratamientos* 2 especies=600 mediciones). La
densidad de los heterocitos en los tratamientos fue calculada en base a la densidad de los
filamentos y el nimero promedio de heterocitos por filamento en cada réplica. El volumen
del filamento se calcul6 siguiendo a Hillebrand et al. (1999), usando la longitud y el ancho
del filamento. Luego, el biovolumen de cada tratamiento se calculé multiplicando la

densidad de filamentos por el volumen promedio del filamento.
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La cantidad de nitrogeno fijado al final del experimento se estim6 mediante la
resolucion de la ecuacion de la dindmica del nitrégeno total en equilibrio: Nfij=a (N-Nin).
Donde Nfij es la cantidad de nitrégeno fijado (uM dia™), “a” es la tasa de dilucion (dia™l), N
es el nitrégeno total medido en el sistema (M), y Nin es el nitrogeno total suministrado
por el medio (UM). Este método de balance de masas del nitrégeno se utilizé como un
método indirecto para estimar la fijacion de nitrégeno. Si bien esta aproximacién tiene
algunas limitaciones, ha sido usada en muchos estudios (por ej. de Tezanos Pinto y
Litchman (2010a) en medio acuético y Cleveland et al. (2010) en medio terrestre), debido a
su bajo costo y metodologia sencilla. La fijacion de nitrogeno también se expresé como

cantidad de nitrégeno fijado por heterocito y por unidad de biovolumen.

Analisis estadistico

Al final del experimento (dia 28), y considerando que en este marco temporal es
cuando los cultivos usualmente alcanzan el estado estacionario, se realizaron los siguientes
analisis estadisticos:

1) Una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (debido a que no se cumplia el supuesto
de homogeneidad de varianzas, incluso luego de transformar las variables) para evaluar las
diferencias de biovolumen y longitud del filamento entre tratamientos, para cada especie. El
factor principal fue el tratamiento con 4 niveles: sin N — bajo P, sin N — alto P, alto N - bajo
Py alto N - alto P. Cuando los analisis fueron significativos, se corrieron pruebas no
paramétricas de Mann-Whitney de comparaciones entre pares. Para esto se utilizé la

correccion de Bonferroni (p-valor/nimero de contrastes) para evitar inflar el error del tipo I.

2) Un ANOVA de 2 factores para evaluar el efecto de la concentracion de fosforo sobre la

fijacién de nitrogeno en los tratamientos sin nitrégeno (sin N - bajo P, sin N - alto P). Los
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factores fueron: i) las especies (con 2 niveles: Dolichospermum y Cylindrospermopsis) y ii)
el fosforo (con 2 niveles: bajo, alto). Se verificaron los supuestos de normalidad y

homogeneidad de varianzas.

3) El analisis del mejor ajuste a los modelos (lineal, logaritmico, potencial o exponencial)
para la relacion entre la tasa de fijacion de nitrégeno y la proporcion nimero de
heterocitos/namero de células vegetativas (el cual corrige posibles efectos por biomasa),

basado en la significancia del ANOVA y el coeficiente de determinacion (R?).
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Resultados

El biovolumen (biomasa) de Dolichospermum al final del experimento fue similar
entre tratamientos (mediana de los tratamientos sin N = 3,95 107 um® mL™ versus la
mediana de los tratamientos de alto N = 3,37 10" um®mL™; H= 4,8; gl= 3; p=0,183) (Figura
2.1A). En cambio, el biovolumen de Cylindrospermopsis difirié significativamente entre
tratamientos (H=8,8, gl=3, p=0,034) (Figura 2.1B); en los tratamientos sin nitrégeno el
biovolumen (mediana=2,9 10° um®mL™*; rango medio= 3,5; n=6) fue un orden de magnitud
menor que en los tratamientos de alto nitrégeno (mediana= 6,5 10’ um®mL*; rango
medio= 9,5; n=6) (U=0,00; z=-2,88; p=0,04). Ademas, den los tratamientos sin nitrogeno el
biovolumen de Cylindrospermopsis fue un orden de magnitud menor que el de
Dolichospermum, mientras que en los tratamientos de alto nitrogeno el biovolumen de

Cylindrospermopsis fue casi 2 veces mayor que el de Dolichospermum (Figura 2.1AB).
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Figura 2.1. Biovolumen (biomasa) de: A) Dolichospermum y B) Cylindrospermopsis al
final del experimento (dia 28). 3 réplicas por tratamiento (n=12 por especie). Los circulos

negros representan los tratamientos con alto P y los circulos blancos los de bajo P.
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Los cultivos de Dolichospermum alcanzaron altas densidades (media de 2 10*-1,2
10°ind mL?) luego de la segunda semana del experimento (Figura 2.2A). Por el contrario,
los cultivos de Cylindrospermopsis alcanzaron altas densidades (media 6 10*ind mL™) sélo
con alto nitrégeno; los valores fueron mas de 5 veces menores en los tratamientos sin
nitrégeno (Figura 2.2B). Ademas, las densidades finales de Cylindrospermopsis en los
tratamientos sin nitrégeno fueron 3 veces menores que en Dolichospermum (Figura
2.2AB). En ninguna de las 2 especies hubo incremento en la densidad durante la primera
semana del experimento (Figura 2.2AB), y en Cylindrospermopsis la densidad fue muy

baja durante 2 semanas en los tratamientos sin nitrogeno (Figura 2.2B).
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Figura 2.2. Densidad de filamentos a lo largo del experimento en: A) Dolichospermum y B)

Cylindrospermopsis. Las barras representan la desviacion estandar de la media.

Al final del experimento (dia 28) ambas especies mostraron una amplia variacion en
la longitud del filamento entre los tratamientos (Figura 2.3AB). La longitud del filamento
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en Dolichospermum fue significativamente mas corta en alto nitrégeno y alto P que en
ambos tratamientos sin nitrégeno, pero similar al tratamiento de consumo y bajo foésforo
(Figura 2.3A, Tabla 2.1). Por el contrario, la longitud del filamento de Cylindrospermopsis
en los escenarios sin nitrogeno fue significativamente mas corta — entre 3 y 13 veces — que
en los tratamientos con alto nitrégeno (Figura 2.3B, Tabla 2.1). En Cylindrospermopsis, en
los escenarios de alto nitrogeno los niveles contrastantes de fosforo mostraron respuestas
similares en la longitud del filamento (Tabla 2.1). En cambio, en los tratamientos sin
nitrogeno, la disponibilidad de fosforo tuvo un efecto significativo sobre la longitud del
filamento en esta especie: en alto fosforo los filamentos fueron mas largos que en bajo
fosforo (Figura 2.3B, Tabla 2.1). Ademas, Cylindrospermopsis en los tratamientos sin
nitrégeno, mas alla del nivel de fésforo, mostrd poca dispersion en los datos de longitud de
filamento (Figura 2.3B). En los tratamientos con alto nitrogeno, por el contrario, la longitud

del filamento present6 alta variabilidad (Figura 2.3B).
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Figura 2.3. Box plots de la longitud del filamento en: A) Dolichospermumy B)
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Cylindrospermopsis al final del experimento (dia 28). Los circulos corresponden a outliers
(més de 1,5 veces mayor al rango intercuartil). EI color negro representa tratamientos con

alto fosforo y el color blanco tratamientos con bajo fosforo.

Tabla 2.1. Contrastes de Mann Whitney para la longitud del filamento en Dolichospermum
y Cylindrospermopsis. Los contrastes de a pares son significativos * si p<0,008 (ya que se
aplico la correccion de Bonferroni: a/contrastes, donde 0=0,05 y el nimero de
contrastes=6). En la primera fila se encuentra el p-valor y en la segunda el valor del
estadistico Mann Whitney.

Dolichospermum flos-aquae
_ SinN  SinN  AltoN AltoN
Tratamientos . )
bajoP altoP bajo P alto P
Sin N P 0,149 0,029 0*
bajoP  Estadistico 2429 2232 1574
Sin N P 0,001* 0*
altoP  Estadistico 1909 1347
Alto N P 0,02
bajoP  Estadistico 2192
Alto N P
altoP  Estadistico
Cylindrospermopsis raciborskii
_ SinN SinN  AltoN AltoN
Tratamientos ]
bajoP altoP bajo P alto P

Sin N P 0,006* 0* 0*
bajoP  Estadistico 2080 1200 1351
Sin N P 0* 0*
alto P Estadistico 1557 1835
Alto N P 0,151
bajo P Estadistico 2430
Alto N P
alto P Estadistico
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El nitrégeno total (NT) fue alto en los tratamientos de alto nitrogeno (ca. 1100 pM)
a lo largo del experimento y similar a la concentracién suministrada en el medio de cultivo,
en ambas especies (Figura 2.4A). En cambio, en los tratamientos sin nitrégeno el NT no fue
detectable al comienzo del experimento, pero aumentd durante las 2 primeras semanas y
luego se mantuvo a concentraciones similares hasta el final del experimento (Figura 2.4B).
En los tratamientos sin nitrogeno al final del experimento el NT fue alrededor del doble en
los cultivos de Dolichospermum comparados con los de Cylindrospermopsis (Figura 2.4B).
Para ambas especies, el nitrégeno inorganico disuelto (ND, nitrato) en los tratamientos de
alto nitrogeno fue alto (alrededor de 800 uM) a lo largo del experimento (Figura 2.4C). Por
el contrario, el ND permanecid en valores muy bajos o indetectable (siempre inferiores a
0.6 uM) en los tratamientos sin nitrégeno (Figura 2.4D), a pesar del incremento en el NT.

Las concentraciones de fosforo total permanecieron dentro del rango de valores
aportados en los tratamientos de alto y bajo P, respectivamente (Figura 2.4E y 2.4F)
durante el experimento. El fosforo inorganico disuelto (PD, fosfato) disminuyé en todos los
tratamientos a lo largo del experimento (Figura 2.4G y 2.4H): en los tratamientos de alto
fésforo, las concentraciones de PD finales fueron altas en ambas especies (rango 6-15 uM),
y fue mas consumido por el cultivo de Dolichospermum que por el de Cylindrospermopsis
(Figura 2.4G). En los tratamientos con bajo fdsforo, el PD no fue detectable en ambas
especies al final del experimento: Dolichospermum consumié méas PD durante la primera
semana del experimento, mientras que en Cylindrospermopsis el PD permanecid detectable
hasta la tercera semana del experimento (Figura 2.4H). Las concentraciones de PD fueron,
en ambas especies, mayores en los tratamientos sin nitrogeno que en los de alto nitrégeno

(Figura 2.4G).
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Concentraciones bajas
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Figura 2.4. Disponibilidad de nitrégeno y fésforo, total y disueltos, a través del
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experimento. La columna de la izquierda comprende los tratamientos con alto NT (alto N)

(AyC)yalto PT (E y G), mientras que en la derecha se muestran los tratamientos con bajo
NT (sin N) (B y D) y bajo PT (F y H). PD= fosfato, ND = nitrato. Notar que los ejes tienen
diferente escala, y que los valores se expresan en UMy en pg L.
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En Dolichospermum, cuando el aporte de nitrégeno fue alto (1000 uM), no se
encontraron heterocitos y la tasa de fijacion de nitrdgeno no fue detectable (Figura 2.5A).
Por el contrario, en ausencia de aporte de nitrégeno, se observo una alta densidad de
heterocitos (media 5 10* — 1,1 10° het mL™) y una alta tasa de fijacion de nitrégeno (media
20-25 pumol N L d1) (Figura 2.5A). En Cylindrospermopsis, tanto en los tratamientos sin
como en los de alto nitrégeno la densidad de heterocitos fue alta (media 1.5 x 10* — 6 x 10*
het mL™ respectivamente) (Figura 2.5B). Sin embargo, el porcentaje medio del nimero de
heterocitos respecto al total de células fue mucho mayor en los tratamientos sin nitrégeno
(10,9-10,6%) que en los tratamientos de alto nitrogeno (3,2-6,9%). Ademas, la tasa de
fijacion de nitrogeno fue alta sélo en los tratamientos sin suministro de N (Figura 2.5B). En
los tratamientos sin nitrégeno el nimero de células vegetativas por heterocito fue de 24,6

en Dolichospermum y 9,1 en Cylindrospermopsis.

T 30, Dolichospermum A 30, Cylindrospermopsis B
__J —.—
g I
1 ‘
=1 204 : I { sin N alto P 20, '
= sit1 N bejo P +< sin N alto P
(] 1 e~
-CC’ sin N bajo P
S 10 10
©
ol
“‘B alto N alto P alto N bajo P
g 0 ¢ alto N, bajo &alto P 0 L
®
= 0 4 x104 8 x 10 1,2x 108 0 4 x 10 8x10? 1,2x 10°
Densidad de heterocitos (het mL-") Densidad de heterocitos (het mL")

Figura 2.5. Relacion entre la densidad de heterocitos (heterocitos mL™) y la tasa de fijacion
de nitrogeno (umol L™d? Ny), al final del experimento (dia 28). Las barras indican la
desviacién estandar de la media para cada rasgo. Notar que en Dolichospermum no se

expresaron heterocitos en ninguno de los 2 tratamientos de consumo de nitrogeno (total de
6 replicas).
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Se encontraron diferencias significativas al evaluar el efecto de la concentracion de
fosforo y de la especie (F: 18,46; gl=3, p=0,0006) en la tasa de fijacion de nitrogeno en los
cultivos. En relacidn al fosforo, la tasa de fijacion de nitrogeno fue significativamente
mayor cuando la disponibilidad de fosforo fue alta (F: 15,51; gl=1; p=0,004). La tasa de
fijacion de nitrogeno fue significativamente mayor en el cultivo de Dolichospermum que en
el de Cylindrospermopsis (F: 39,34; gl=1; p= 0,002). El término de la interaccion
(especie*fasforo) no fue significativo (F: 0,53; gl=1; p= 0,48). Al evaluar la fijacion de
nitrégeno por heterocito y por unidad de biovolumen (Tabla 2.2), Cylindrospemopsis fijé
significativamente mayor cantidad de nitrégeno que Dolichospermum (F: 33,522; gl=1, p=
0,00041 por heterocito y F: 25,611; gl=1; p=0,000976 por biovolumen) sin importar la
concentracion de fosforo analizada (p>0,05). El término de interaccion (especie * fosforo)
no fue significativo para la fijacion de nitrogeno por heterocito, ni por unidad de

biovolumen.

Finalmente, la tasa de fijacidn de nitr6geno mostrd una relacion lineal positiva
significativa (y=104 x+4,6; p=0,033; R2 0,191) con la proporcién nimero de
heterocitos/namero de las células vegetativas.

Tabla 2.2: Tasa de fijacidn de nitrégeno atmosférico (umol de N) para ambas especies,

expresada por unidad de biovolumen y por heterocito.

Dolichospermum Cylindrospermopsis
Tratamientos Fijacion N Fijacion N Fijacion N Fijacion N
Bajo P Alto P Bajo P Alto P
_Unidad 1 payq010 | 54x101 | 462x10° | 552x10°
biovolumen (um®)
Heterocito 4,46 x 1077 2,37 x 10”7 1,15 x 10°® 1,55 x 10°®
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Discusion

Los resultados obtenidos sugieren que la posicion del heterocito y su presencia en el
filamento ejercen influencia sobre las respuestas eco-fisioldgicas de las cianobacterias
formadoras de floraciones Dolichospermum flos-aquae y Cylindrospermopsis raciborskii.
Dolichospermum alcanzo6 biomasas altas y similares sin importar las concentraciones de
nitrégeno y fosforo. Estos resultados sugieren que la biomasa de Dolichospermum no
parece limitada por la disponibilidad de nitrégeno (o por concentraciones de fosforo >1
UM/31 pg L), al menos en mono-cultivos. En efecto, muchos estudios de campo muestran
que las Nostocales desarrollan floraciones en situaciones con bajo nitrégeno (Ferber et al.
2004; Wood et al. 2010; Dolman et al. 2012), aungue éstas pueden ocurrir en alta
disponibilidad de nitrégeno (Dolman et al. 2012, O’Farrell et al. 2012, revisado en Li et al.
2016) con practicamente ausencia de heterocitos (Jacobsen y Simonsen 1993).
Cylindrospermopsis a diferencia de Dolichospermum alcanz6 altas biomasas
exclusivamente en altas concentraciones de nitrégeno, y su biomasa fue muy baja en
ausencia de aporte de nitrégeno, sin importar el nivel del fésforo. La gran diferencia (un
orden de magnitud) de biomasa entre los tratamientos de nitrogeno sugiere que
Cylindrospermopsis se ve altamente afectada por la limitacidn de nitr6geno. Kenesi et al.
(2009) también observaron bajas biomasas en Cylindrospermopsis durante situaciones de
fijacién de nitrgeno en condiciones de laboratorio. Si bien Cylindrospermopsis ha sido
descrita como una especie invasiva (Padisak 1997; Sinha et al. 2012), basado en los
resultados aqui obtenidos en el laboratorio podria argumentarse que seria raro que sea
capaz de invadir ambientes con bajas concentraciones de nitrégeno inorganico disuelto, ya

que la fijacion de nitrogeno parece proveerle poca aptitud ecoldgica (incluso en mono-
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cultivos). Por lo tanto las floraciones de Cylindrospermopsis raciborskii serian mas
esperables cuando el nitrogeno disuelto esté disponible y en un amplio rango de
concentraciones de fosforo total. En efecto, varios estudios encontraron que
Cylindrospermopsis crece mejor cuando depende de fuentes de nitrégeno disuelto (amonio,
nitrato, urea) que cuando fija nitrogeno, y a bajas concentraciones de fosforo (revisado en
Burford et al. 2016). Ademas, estudios a campo que evallan la distribucion de
Cylindrospermopsis en gradientes de nutrientes (Dolman et al. 2012; Kokocinski y
Soininen 2012) encontraron resultados similares a los aqui encontrados en el laboratorio.

Aunque Cylindrospermopsis tuvo mayores valores de fijacion de nitrogeno por
heterocito y por biovolumen, Dolichospermum mostré mayor tasa de fijacién de nitrégeno
por litro, probablemente por su mayor densidad de heterocitos. La idea ampliamente
aceptada de que la densidad de heterocitos es un proxy para la fijacién de nitrogeno
(Lehtimaki et al. 1997; Ferber et al. 2004; de Tezanos Pinto y Litchman 2010a) en este
estudio solamente se cumple para Dolichospermum. En esta especie la presencia de
heterocitos ocurrié s6lo cuando la disponibilidad de nitrogeno era baja, y la cantidad de
nitrogeno fijado fue proporcional a la densidad de heterocitos . Estos resultados concuerdan
con estudios previos (de Tezanos Pinto y Litchman 2010a) y, por lo tanto, la densidad de
heterocitos en Dolichospermum parece un buen proxy de la fijacion de nitrégeno. En
Cylindrospermopsis los heterocitos estuvieron presentes tanto a baja como alta
disponibilidad de nitrégeno, aunque la fijacion de nitrégeno ocurrié solo cuando las
concentraciones de nitrogeno fueron bajas. Por lo tanto, en Cylindrospermopsis la presencia
de los heterocitos no implica que éstos estén activos (realizando fijacion de nitrogeno). Este
es un resultado inesperado y contradictorio, que confirma lo observado por Kenesi et al.

(2009). En esta especie, el desarrollo de los heterocitos parece menos influenciado por el

73



Capitulo 2: Rol del heterocito

disparador ambiental de la escasez de nitrdgeno. La densidad de heterocitos en el cultivo de
Cylindrospermopsis fue mayor bajo la condicion de suficiencia de nitrogeno, comparada
con las condiciones de limitacion de nitrogeno. Esto se debi6 a que en alta concentracion de
nitrégeno su biomasa era mucho mayor (15-20 veces) comparada con las situaciones libres
de nitrégeno, y porque ademas los heterocitos se desarrollaron de todas maneras a pesar del
alto contenido de nitrogeno. Por lo tanto, en esta especie la presencia de heterocitos parece
ser inadecuado como proxy de la fijacion de nitrogeno. Sin embargo, en
Cylindrospermopsis el porcentaje de células que eran heterocitos era mucho mayor
(alrededor de 1,5 a 3 veces) en las situaciones de fijacion de nitrogeno que en situaciones
de consumo, evidenciando que mas células se diferencian en heterocitos cuando la
disponibilidad de nitrégeno es limitada y por consiguiente esta proporcion podria utilizarse
como proxy de la fijacion. Dicha proporcion podria utilizarse como proxy de fijacion en
Nostocales, ya que es independiente de la biomasa.

A pesar de las diferencias observadas en las dos especies, se encontraron notables
similitudes en el funcionamiento de los heterocitos: a) ambas especies fijaron nitrégeno
s6lo cuando la disponibilidad de nitrégeno fue baja y b) el incremento de fosforo result6 en
una tasa de fijacion de nitrogeno significativamente mayor. Estos resultados apoyan el
conocimiento general de que la fijacion de nitrdgeno requiere alta disponibilidad de
fésforo. Esto remarca el riesgo del enriquecimiento de fosforo en los sistemas limitados por
nitrégeno porque favoreceria la fijacion del nitrégeno y el desarrollo de especies fijadoras.

Ambas especies mostraron una amplia variabilidad en la longitud del filamento,
desde filamentos muy cortos a muy largos, evidenciando la plasticidad de este rasgo. En
Dolichospermum, los filamentos mas largos se encontraron en las condiciones de fijacion

de nitrégeno (y alta disponibilidad de fésforo) como se habia predicho basado en la
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cantidad de células vegetativas por cada heterocito desarrollado. Lo opuesto ocurrié en
Cylindrospermopsis, donde los filamentos fueron entre 3 y 13 veces mas cortos durante la
limitacion de nitrogeno respecto a la suficiencia de nitrégeno. Este resultado coincide con
lo planteado previamente a la realizacion del experimento; probablemente ocurra porque
unas pocas células vegetativas pueden crecer con el nitrégeno fijado por un maximo de 2
heterocitos localizados en los extremos del filamento. En condiciones de fijacion de
nitrégeno, Cylindrospermopsis tuvo un maximo de 9 células vegetativas por heterocito, lo
que implicaria un filamento de alrededor de no més de 18 celulas vegetativas. Esta
limitacion en el nimero de células vegetativas se reflejo en una menor variabilidad en la
longitud del filamento para esta especie durante la fijacion de nitrdgeno (comparada con la
gran plasticidad en alta concentracion de nitrogeno). Kenesi et al. (2009) también
encontraron en experimentos de laboratorio que los filamentos de Cylindrospermopsis eran
mas largos en condiciones de nitrégeno suficiente. Teniendo en cuenta los resultados, para
Cylindrospermopsis la longitud de filamento podria indicar la situacion de fijacion de
nitrégeno. Entonces, cuando la mayoria de los filamentos en la poblacion sean cortos y con
poca variacion en su longitud, podria inferirse una fuerte limitacion de nitrégeno, y la
tendencia opuesta (filamentos largos con amplia variacion en la longitud) para alta
disponibilidad de nitrégeno. Estas ideas respecto a la longitud del filamento deberian
validarse en distintos escenarios, ya que otras variables como la luz (que se mantuvo
constante en este experimento) y la predacion también podrian afectar la maxima
dimension linear de los filamentos.

Las necesidades de fosforo en Cylindrospermopsis fueron menores que en
Dolichospermum, en concordancia con estudios previos que muestran altas biomasas de

Cylindrospermopsis en escenarios de bajo fosforo (Kenesi et al. 2009; Bonilla et al. 2012).
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Esta especie tiene una alta afinidad para el consumo de fosfato, una gran capacidad de
almacenamiento de fosforo (Isvanovics et al. 2000), optimiza el crecimiento ante
fluctuaciones del aporte de fosforo (Amaral et al. 2014) y posee la habilidad de usar fosforo
orgénico disuelto (Bai et al. 2014). En ambas especies el fésforo inorgéanico disuelto fue
mayor en los escenarios de fijacion de nitrégeno (sin aporte inicial de nitrégeno al medio de
cultivo), probablemente debido a la limitacion por nitrégeno. Ambas especies fueron
capaces de crecer bien a menores concentraciones de fosforo (1uM/31pg L), por lo que al
menos en monocultivos, esta concentracion parece suficiente para sustentar el crecimiento.
Los resultados de este capitulo muestran que, aunque las dos especies de
cianobacterias nocivas de los géneros Dolichospermum y Cylindrospermopsis comparten
similitudes en término de la capacidad de fijar nitrdgeno, podrian diferir considerablemente
en su nicho fundamental. Los hallazgos, al menos parcialmente, explican la distribucion de
estas especies en la naturaleza y proveen herramientas para la prediccion de sus ocurrencias
basada en la disponibilidad de nutrientes. Hay otros rasgos importantes (por ejemplo,
relacionados con la luz, o con la temperatura) que no fueron considerados ya que estaban en
niveles suficientes para el crecimiento de ambas especies. Otros rasgos que si podrian
influenciar a los resultados obtenidos son los rasgos morfoldgicos que difieren entre ambas
especies, tales como: el tamafio de las células vegetativas y especializadas (pequefio y
grande en Cylindrospermopsis y Dolichospermum, respectivamente) y la morfologia del
filamento (recto y espiralado en Cylindrospermopsis y Dolichospermum, respectivamente)
(capitulo 1). Para estudiar el efecto de la posicion del heterocito en el filamento de manera
independiente al tamafio celular y a la morfologia del filamento, podrian realizarse
experimentos similares a los de este estudio entre especies que difieran en la posicion del

heterocito en el filamento pero tengan una morfologia similar respecto al tamafio y forma
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celular, y a la morfologia del filamento, como Cuspidothrix y Cylindrospermopsis, por

ejemplo.

Los resultados de este capitulo estan publicados en Yema, L., E. Litchman, y P. de Tezanos

Pinto. 2016. The role of heterocytes in the physiology and ecology of bloom-forming
harmful cyanobacteria. Harmful Algae 60:131-138. https://doi.org/10.1007/s10750-018-

3698-5

77


https://doi.org/10.1007/s10750-018-3698-5
https://doi.org/10.1007/s10750-018-3698-5

Capitulo 3



Capitulo 3: Respuestas a nutrientes ambientales

Respuestas eco-fisiologicas de Nostocales plantonicas a
distintas concentraciones de nutrientes ambientales

Introduccion

En la actualidad, la aceleracion de la eutrofizacion por las actividades antropicas
genera la necesidad de una mejor comprension y prediccion de la relacién entre las
concentraciones de nutrientes y la dinamica de las cianobacterias nocivas. Es por esto que
en las Gltimas décadas se han desarrollado multiples enfoques para entender la dinamica y
la estructura del fitoplancton a través de la combinacion de rasgos morfoldgicos y
funcionales (Reynolds et al. 2002, Kruk et al. 2010).

Las cianobacterias muchas veces son tratadas como un grupo funcional Gnico, sin
considerar los rasgos distintivos de los diferentes grupos. Frente a la limitacion de
nitrgeno, el rasgo de fijacion de nitrogeno atmosférico provee a las Nostocales de una
capacidad de respuesta diferencial, y una consiguiente ventaja competitiva respecto al resto
de las cianobacterias. La fijacion de nitrdgeno es un rasgo plastico; las floraciones de
Nostocales pueden comportarse como fijadoras durante la limitacion de nitrogeno disuelto
(por e.j., Ferber et al. 2004, Kumar et al. 2010), o como no fijadoras cuando hay
disponibilidad de nitrogeno, sin desarrollo de heterocitos en el filamento (Jacobsen y
Simonsen 1993, Wolk et al. 1994, Zhang et al. 2006).

A pesar de la gran variedad de condiciones ambientales en las que pueden
encontrarse a las Nostocales, es ampliamente aceptado que alcanzan mayores biomasas en
ambientes con una baja relacion N:P (Smith 1983). Sin embargo, Dolman et al. (2012) en
un extenso monitoreo de lagos templados de Alemania observaron que la relacion entre la

biomasa y las concentraciones de nutrientes diferia segun la especie de cianobacteria,
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incluso entre Nostocales. Mientras que la mayoria de las especies de Nostocales se
distribuian segun lo esperado en lagos con baja concentracion de nitrogeno total y alta
concentracion de fosforo total, encontraron que las especies mas abundantes se encontraban
en lagos con concentraciones altas de nitrogeno total y bajas de fosforo total. Esto sugiere
que es necesario analizar el efecto de la relacion N:P y su comportamiento fijador para las
distintas especies del grupo de Nostocales a lo largo de gradientes de nutrientes.

En el capitulo 2 mediante un experimento de laboratorio se observaron respuestas
diferentes entre dos especies con distinta posicién de los heterocitos en el filamento
(intercalar y terminal) ante distintos escenarios de nutrientes, en términos de biomasa,
densidad y fijacion de nitrogeno. Debido a que estos resultados se obtuvieron en
condiciones controladas de laboratorio y con monocultivos, es necesario evaluar las
respuestas en el campo para ver si se mantienen en situaciones donde intervienen otras
variables no controladas y la competencia de otras algas y cianobacterias.

En este capitulo se analizaron datos de poblaciones de Nostocales en una laguna que
sufre recurrentemente floraciones de Nostocales de diversa composicion (tanto especies con
heterocitos intercalares como terminales). Los objetivos fueron i) explorar a campo la
respuesta de las especies de Nostocales en términos de biomasa y proporcién de numero
heterocitos/nimero de celulas vegetativas, a distintas concentraciones de nutrientes, y ii)
comparar los resultados obtenidos en el laboratorio (ambiente controlado) con los obtenidos

en el campo (ambiente no controlado).
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Materiales y métodos

El cuerpo de agua estudiado fue la Laguna del Sauce, localizada en el Departamento
de Maldonado, Uruguay. Este es un ecosistema eutrofico (concentraciones promedio de
nutrientes: fosforo total: 80 pug L™ y nitrégeno total: 200-1000 pg L) (Inda y Steffen
2010) que en las dltimas décadas, durante periodos de baja turbidez, ha estado
recurrentemente dominado por floraciones de cianobacterias fijadoras de nitrogeno de los
géneros Dolichospermum, Cuspidothrix, Aphanizomenon y Raphidiopsis (Gonzalez-
Madina et al. 2017). Ademas, una floracion masiva importante de Cylindrospermopsis
raciborskii ocurrié en el inicio del otofio del 2015 y perdurd por semanas, y acarred serios
problemas para la potabilizacion y distribucion del agua de la zona. A partir de esta
floracion de Cylindrospermopsis raciborskii se instaurd un programa para la deteccion
temprana de cianobacterias en la Laguna del Sauce llevado a cabo por el Centro
Universitario de la Region Este (CURE)-Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica
(UdelaR, Uruguay); Instituto Sudamericano para Estudios sobre Resiliencia 'y
Sostenibilidad (SARAS) y Obras Sanitarias del Estado (OSE-UGD, compafiia proveedora
de agua potable), que comenzé a partir de diciembre 2015. Dichas entidades realizaron los
muestreos y determinaciones de nutrientes y fitoplancton (ver detalles abajo). Luego, en el
laboratorio de limnologia del FCEN-UBA se analizaron las respuestas de distribucion de
las especies de Nostocales en los gradientes de nutrientes ambientales, tanto en términos de
biomasa como de la proporcion heterocitos/células vegetativas (ver detalles abajo).

Las muestras fueron tomadas de manera semanal durante los meses de verano
(diciembre, enero y febrero) del 2015-2016 y 2016-2017. La época estival es el momento
en el que las condiciones ambientales de temperatura, intensidad luminica y fotoperiodo

favorecen el crecimiento de las cianobacterias, y se encuentran en rangos similares a los
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ensayados en el experimento de laboratorio.

Se muestrearon 6 sitios en el cuerpo de agua, abarcando la heterogeneidad espacial
del sistema, de los cuales 3 sitios correspondian a zonas de aguas abiertas y 3 sitios a zonas
con presencia de macrofitas (mayoritariamente sumergidas) (Figura 3.1). En cada sitio se
midio in situ la turbidez, la temperatura y el pH. Ademas, en cada sitio y muestreo se
colectaron tres muestras independientes con un tubo de 10 cm de didmetro, integrando
verticalmente la columna de agua, y cada muestra se consideré como una réplica. Una
fraccion de estas muestras fue almacenada en frio y oscuridad y se la utilizé para el analisis
de las fracciones disueltas y totales de nutrientes en el laboratorio: amonio (NH4, Mdller y
Wiedemann 1955), nitrato (NO3), fosforo reactivo soluble (PRS, Murphy y Riley 1962),

nitrégeno y fosforo total (NT y PT, Valderrama 1981).
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Figura 3.1: Sistema de la Laguna del Sauce, con 3 sub-sistemas: Laguna del Sauce (sin
vegetacion sumergida), Laguna de los Cisnes (con cobertura parcial de vegetacion
sumergida) y Laguna del Potrero (mas del 60% del fondo cubierto con vegetacion
sumergida). Los puntos negros indican los sitios de muestreo: Laguna del Potrero (P),
Laguna de los Cisnes (C), Laguna de los Sauces sur (SS), Laguna de los Sauces norte (SN),
Bahia Mallorquina (M) y Arroyo del Sauce (AS).

Las muestras para el analisis de fitoplancton se fijaron con solucion de lugol &cido y
se cuantificaron en el laboratorio en cdmaras de sedimentacion de 10 6 20 mL, usando un
microscopio invertido a 400 X y 1000 X (Utermohl 1958). Se contaron campos al azar
(Utermdhl 1958; Uhelinger 1964) cuantificando 100 organismos como minimo para las
especies mas frecuentes (Lund et al. 1958). También se tomaron muestras para el analisis
cualitativo (identificacion y medicion de los organismos) por medio de una red de

fitoplancton y se fijaron con formol acidificado (formol 40% y acido acético). Las especies
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se identificaron y midieron bajo el microscopio 6ptico (Nikon Eclipse 50 i) a 400X y
1000X; para realizar las mediciones se utilizé una cdmara fotografica CMOS 5.0 Mpx y el
software Micrometrics Premium Edition. EI volumen individual de los organismos se
calculd considerando los rasgos morfoldgicos (ancho y largo) y las formas geomeétricas de
acuerdo a Hillebrand et al. (1999), midiendo un minimo de 30 especimenes de cada
especie. El biovolumen (biomasa) de cada especie se calculé como su densidad
multiplicada por el volumen individual promedio.

Para estudiar la proporcién entre el nimero de heterocitos y el nimero de células
vegetativas (proxy de comportamiento fijador de nitrogeno) a distintas concentraciones de
nutrientes ambientales, se realizaron estudios morfoldgicos de las cianobacterias Nostocales
encontradas durante el periodo muestreado. Se analizaron muestras en donde el biovolumen
de cualquier especie de Nostocales superaba un umbral de 1 mm?® L, provenientes de
varios escenarios de nutrientes, abarcando limitacion y suficiencia de nitrégeno (segun
metodologia detallada abajo). Para cada especie y en los distintos escenarios de nutrientes,
se cuantifico el nimero de heterocitos y células vegetativas por filamento en 30
especimenes seleccionados al azar con un microscopio Optico Olympus CX31; se tomaron
fotografias a 40X con una camara Infinity 1 (Infinity Analyze software). Para aquellas
especies en las cuales las paredes transversales eran imposibles de diferenciar, se midio la
longitud del filamento, y la longitud de la célula vegetativa se estimé a partir de la literatura
(Komarek 2013); posteriormente se computo el nimero de células vegetativas por
filamento. Se calculo la proporcidén promedio numero heterocitos:numero células
vegetativas por filamento (H/CV): cuanto mayor sea la relacion, mayor es la inversion en la
fijacion de nitrégeno. Cabe recalcar que se establecid el umbral de biomasa de 1 mm?® Lt

para el anélisis morfologico, ya que era necesario poder medir el rasgo de interés en varios
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organismos.

Se analizaron los patrones de la biomasa total de cianobacterias Nostocales en
relacion al nitrogeno total y al fésforo total mediante representacion gréfica (gréficos heat
map). Se calculd la relacion NT:PT del cuerpo de agua utilizando todos los datos de
nutrientes totales registrados en cada muestreo; para ello se realiz6 un analisis de regresion
de ejes principales estandarizados (tipo 1I, SMA), tal como se realizé en Dolman et al.
(2012). Este analisis expresa la relacion entre las dos variables (nitrégeno y fosforo), y la
recta resultante muestra el enriquecimiento relativo de ambos nutrientes, ya que la
limitacion de estos nutrientes debe evaluarse en conjunto (Aubriot y Bonilla 2018, Aubriot
2019). Con esta relacion NT:PT se analizé graficamente la distribucion de la biomasa de
cada especie en relacion a las dos variables de nutrientes conjuntas (por debajo de la recta
se encuentran las situaciones de limitacion relativa de nitrégeno). Los analisis estadisticos
se realizaron con el software R (R-Core Team 2016) con los paquetes ggplot2 y Imodel2

para la representacion gréafica y la regresion lineal, respectivamente.
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Resultados
En el periodo analizado las floraciones se desarrollaron principalmente en los sitios
de aguas abiertas (Sauce norte, Sauce sur y Bahia Mallorquina). Las variables ambientales

durante el periodo analizado se detallan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Variables ambientales de los sitios de muestreo durante el periodo analizado.

SN: Sauce norte, SS: Sauce sur, BM: Bahia Mallorquina, C: Cisnes, P: Potreros.

20152016
SN sS BM C P
. 25,5 253 24,6
Temperatura (°C) (24,8-26,5) (25-255) (23,6-26,3) 26,7 26,4
Turbidez 11,1 9,8 7,2 59 23
(UNT) (43-269) | (57-19,6) | (4,7-10,4) : !
8,4 8,3 8,2
PH (8-8,8) 885 | (71.7-89) 81 88
— 171 1745 1715
Conductividad ’ ’ 198 207
(1S o (160-183) | (162-182) | (162-181)
: 146.8 163
'(\“tral_t_?; (10713?2113 | e (114,6- 1217 128,9
HY 183, 179,1) 272,4)
) 226.4
Amonio 279 294,8 ;
b ‘ o (13,2- 166 156,9
(g LY (258432) | (2687659) | ¢y
— 11116 11142 974.2
N'”(Ogerl‘_‘?l;"ta' (746- (922,1- (882,1- 746 569,9
Hg 1362,4) 1242,3) 1090,2)
Fosfatos 4,1 7,8 7,8 2 38
(ug L-l) (012_911) (318_1414) (012_23!3) '
Fosforo total 83,5 89 80,6
(g L) (68.8-985) | (82,7-96,6) | (639-048) | ©3O 68,8
Clorofila_a 47,7 39,6 21,7
(g L) (11-1124) | (234-632) | (154-472) | 262 254
N° Muestreos con 6 4 4 1 1
floraciones Nostocales
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Las Nostocales se desarrollaron Unicamente en concentraciones superiores a 500 g
L NT y 50 pug L PT, y alcanzaron biomasas superiores a 1 mm?® L™ solamente durante el
verano 2015-2016. Las biomasas maximas (20-25 mm? L) coincidieron con
concentraciones intermedias de NT (ca 800 pug L) y de PT (80-90 pg L™). Las biomasas
intermedias (10-15 mm?® LY) se registraron a concentraciones de NT altas (>800 ug L) y a
valores de PT <80 pg L. Finalmente, las biomasas fueron bajas (5 mm3L™) o ausentes a
concentraciones de NT bajas (<800 pg L™), sin importar la concentracion de PT (Figura

3.2).
mm?3 L1
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Figura 3.2. Distribucion de la biomasa (mm?® L) de las Nostocales a lo largo de los
gradientes de nitrégeno total (NT) y fosforo total (PT) en aguas abiertas de la Laguna del
Sauce, para los veranos 2015-2016 y 2016-2017.

87



Capitulo 3: Respuestas a nutrientes ambientales

Se identificaron un total de 5 especies de Nostocales, pertenecientes a 5 de los 10
géneros del grupo. Las especies que formaron floraciones de mayor biomasa (> 1mm?3 L?)
y de manera recurrente (entre 12 y 22 casos) fueron Dolichospermum crassum,
Cuspidothrix issatschenkoi y Aphanizomenon gracile. Estas dos ultimas especies
coexistieron, junto con Raphidiopsis mediterranea, la cual alcanzé bajas biomasas (< 1mm?3
L1). Por otro lado, Dolichospermum crassum coexistio con cianobacterias coloniales no
fijadoras del complejo Microcystis, en ausencia de otras Nostocales. Si bien se detectd
Cylindrospermopsis raciborskii en 6 ocasiones, ésta nunca alcanz6 biomasas de Imm?® L™,

La regresion (tipo 11, SMA) entre las concentraciones de NT y PT (en pug L™?)
mostrd un aumento proporcional del N respecto al P (pendiente de 11.5). La Figura 3.3
muestra la biomasa y el comportamiento fijador de las 3 especies Nostocales que
alcanzaron biomasas >1 mm? L™, a lo largo de los gradientes de NT y PT registrados en el
cuerpo de agua. En dichas especies, en general la mayor biomasa se encontr6 por encima de
la pendiente estimada, es decir a altas concentraciones de NT relativas al PT, donde la
limitacion estaria dada por P (Figura 3.2). La proporcion nimero de heterocitos/nimero de
células vegetativas por filamento (proxy de comportamiento fijador) vari6 segun la
concentracion de NT: los mayores valores se registraron a menores concentraciones de NT
(<a1000 pg LT NT) y fueron nulos a concentraciones superiores a 1000 pg L NT
(ausencia de heterocitos) (Figura 3.3). Ademas, el limite del inicio de la presencia de
heterocitos vario entre las especies: a concentraciones de NT de 800 pug L™ en
Aphanizomenon y en Dolichospermum la proporcion H/CV era mayor a 0, mientras que

para Cuspidothrix fue igual a 0 (Figura 3.2).
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Dolichospermum crassum

b E3
1250 omvce . /
0HNCe
10001
o Vs Vol (mm° L™
7 ®0/017 HVC =
a‘ ,/O b ¢ ®:0
7504 .« @ .
f /" +0.018 HVC it
Pz /'/ » o.
(,"‘l. .
Y e

,", 2 °
| / 0.019 H\V/C

250
5‘0 160 15'0

PT (ug L")
Figura 3.3. Distribucién de la biomasa y el comportamiento fijador de las especies de Nostocales
con biomasas >1mm? L™ a lo largo de los gradientes de NT y PT registrados durante el periodo
analizado. El tamafio de las esferas indica la biomasa de las especies (notar que la biomasa
correspondiente al tamafio de los puntos difiere entre especies). Los nimeros sobre los puntos
indican la proporcion del nimero heterocitos/nimero células vegetativas por filamento (H:CV),
como proxy de la fijacion de N. La linea representa la relacion entre NT y PT mediante el eje

principal estandarizado para la biomasa total de Nostocales (analisis SMA).
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Discusion

Los resultados obtenidos permitieron identificar la relacion entre la biomasa de las
Nostocales y la proporcién de heterocitos a lo largo de concentraciones de nitrogeno total y
fosforo total en el campo. Los patrones emergentes mostraron que las mayores biomasas
coincidieron con las concentraciones altas de nitrogeno total, de manera similar a lo observado
por Dolman et al. (2012) en 100 lagos de Alemania. Esto indica que si bien la fijacion de
nitrégeno es un rasgo que les provee de ventaja cuando existe limitacidn de nitrogeno, esta
situacion no pareceria ser la mas favorable para el desarrollo de grandes biomasas. Las
concentraciones de PT observadas corresponden a un sistema eutréfico e hipereutréfico (OECD
1982), y los incrementos en biomasa parecieron mas afectados por el NT y por la relacion NT:PT
que por el PT.

A lo largo del estudio se identificaron 5 especies de cianobacterias Nostocales, que
pertenecen a la mitad del total de géneros del grupo. Las especies encontradas abarcan las
distintas posiciones del heterocito en el filamento: intercalar (Dolichospermum flos- aquae,
Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix issatschenkoi), terminal (Cylindrospermopsis raciborskii)
y ausente (Raphidiopsis mediterranea). De estas 5 especies, las especies con heterocitos
intercalares formaron floraciones recurrentes y de gran magnitud en el periodo estudiado. La
especie con heterocitos terminales, Cylindrospermopsis raciborskii, raramente fue encontrada y a
muy bajas biomasas, pese a haber formado floraciones masivas y persistentes meses antes de
iniciar el estudio. Asimismo, la especie incapaz de desarrollar heterocitos, Raphidiopsis
mediterranea, fue encontrada con menor frecuencia y en bajas biomasas.

Para las especies que formaron floraciones recurrentes, se observo que la proporcion de

heterocitos vari6 de acuerdo al gradiente de nutrientes. Si bien es el nitrégeno disuelto el que
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desencadena el desarrollo de heterocitos, se observo un patron en la presencia de heterocitos
respecto a las concentraciones de nitrogeno total. A concentraciones de NT mayores que 1000 ug
L hubo ausencia de heterocitos, y por lo tanto las especies se comportaban como no fijadoras,
mientras que a valores de NT < 600 pg L todas las especies estaban invirtiendo en el desarrollo
de heterocitos. Estudios previos que evaluaron el nimero de heterocitos también muestran que las
Nostocales pueden invertir o no en fijacion durante floraciones de gran intensidad (por €j.,
Jacobsen y Simonsen 1993; Padisak y Istvanovics 1997). Otras condiciones ambientales que
podrian haber afectado negativamente la fijacion de nitrégeno, tal como insuficiencia de luz
(Mugidde et al. 2003; Agawin et al. 2007; de Tezanos Pinto y Litchman 2010a), fueron
favorables en la Laguna del Sauce durante el periodo analizado, por lo que no deberian haber
restringido las capacidades de fijacion de las Nostocales presentes.

En los ensayos de laboratorio del capitulo 2 se observé que Dolichospermum flos-aquae
alcanzd altas biomasas tanto en ausencia de aporte de N como en alto suministro, mientras que
para Cylindrospermopsis raciborskii sélo se registraron altas biomasas en las condiciones de
suficiencia de N. En los resultados a campo, si bien todas las especies que formaron floraciones
recurrentes se desarrollaron en un amplio rango de concentracion de NT, las mayores biomasas
(floraciones de mayor magnitud) se observaron a altas concentraciones de NT. No fue posible
estudiar el comportamiento de la biomasa en Cylindrospermopsis durante el periodo muestreado,
ya que la misma raramente se observo (s6lo en 6 muestreos) y siempre alcanz6 biomasas muy
bajas (entre 0,01y 0,17 mm? L%).

Los heterocitos, tanto para Dolichospermum en el experimento de laboratorio (donde
Dolichospermum crecié en monocultivo y en condiciones controladas) como para las especies

encontradas a campo (donde crecieron junto a otras especies del fitoplancton y en un ambiente no
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controlado), se encontraron sélo en limitacidn o a bajas concentraciones de nitroégeno total. Estos
resultados sugieren que la proporcion niumero heterocitos/numero células vegetativas puede ser
un proxy adecuado para estimar la inversion en fijacion de N para las especies con heterocitos
que se desarrollan en posicidon intercalar en el filamento. En el caso de Cylindrospermopsis queda
pendiente la corroboracidn de la proporcion heterocitos/células vegetativas en gradientes de
nutrientes en el ambiente, debido a que, como se menciond mas arriba, esta especie raramente se
desarroll6 durante el periodo estudiado.

Si bien las especies encontradas compartieron una distribucién similar respecto a los
escenarios de nutrientes, Dolichospermum crassum nunca domino el cuerpo de agua al mismo
tiempo que Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix issatschenkoi y Raphidiopsis mediterranea.
Esto puede deberse a que otros rasgos (por ej. relacionados con la luz), ademas de la fijacion de
nitrégeno, provean diferentes aptitudes a las especies del grupo. En el capitulo 1 se observé que,
en base a rasgos morfoldgicos del tamafio celular, las especies pueden asociarse en diferentes
grupos. Es asi que A. gracile, C. issatschenkoi y R. mediterranea comparten una morfologia
similar de sus filamentos; son rectos y tienen un didmetro angosto (Komarek 2013, capitulo 1), y
forman floraciones de tipo dispersiva en la columna de agua. Las formas elongadas tienden a
tener una relacion S:V alta, lo cual podria mejorar el acceso a los recursos especialmente a la luz,
que es baja en cuerpos de agua turbulentos y turbios. Por el contrario, D.crassum posee
filamentos espiralados, con células de mayor tamafio (Komarek 2013, capitulo 1). El
enrollamiento disminuye la S:V del organismo (Kruk et al. 2010), lo que podria disminuir el
acceso a los recursos. Dolichospermum fue observada en floraciones junto con especies no
fijadoras del complejo Microcystis, los cuales también son organismos con baja relacion S:V'y

que forman floraciones acumulativas en la superficie. Tanto las colonias como los filamentos
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espiralados, especialmente los de dimensiones grandes, son muy eficientes en la regulacion de su
flotabilidad en columnas de agua estratificadas, pudiendo asi acceder a los estratos con mayor
radiacion (O’Farrell et al. 2012).

Aunque Dolichospermum difiere morfologicamente de Aphanizomenon y Cuspidothrix, y
formo floraciones separadas en el tiempo, todas estas especies mostraron un comportamiento
similar en cuanto a la relacion del numero de heterocitos a células vegetativas (proxy de fijacion
del nitrégeno). Estos resultados sugieren que las especies con heterocitos intercalares tienen un
comportamiento similar entre si en cuanto al desarrollo de heterocitos en gradientes de nutrientes,
y comparable a lo hallado en el laboratorio. Restaria aun analizar cdmo se comportan las especies
del género Anabaenopsis en términos de desarrollo de heterocitos y biomasa a lo largo de
gradientes de nutrientes, ya que las especies de este genero desarrollan heterocitos
secundariamente terminales (primero desarrollan heterocitos en posicién intercalar -similar a
Dolichospermum- y luego por fraccionamiento del filamento la posicion de los mismos se torna
terminal -similar a Cylindrospermopsis).

Las diferentes preferencias ambientales en relacién a las diferencias morfoldgicas podrian
explicar por qué algunas especies forman floraciones en ciertas condiciones y en conjunto,
mientras que otras lo hacen en condiciones distintas. Comprender mejor las diferencias en las
distribuciones de las especies a lo largo de gradientes ambientales de nutrientes y de luz,
permitira incrementar la capacidad de prediccion de la composicion y la magnitud de las

floraciones y del abordaje de las posibles estrategias de mitigacion.
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*Los resultados de este capitulo son parte de la publicacién: Gonzélez-Madina, L., J. P. Pacheco,
L. Yema, P. de Tezanos Pinto, P. Levrini, J. Clemente, C. Crisci, J. J. Lagomarsino, G. Méndez,
C. Fosalba, G. Goyenola, y N. Mazzeo. 2019. Drivers of cyanobacteria dominance, composition
and nitrogen fixing behavior in a shallow lake with alternative regimes in time and space, Laguna
del Sauce (Maldonado, Uruguay). Hydrobiologia. https://doi.org/10.1007/s10750-018-3628-6
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Capitulo 4: Germinacion de acinetas

Efecto de los nutrientes en la germinacion de las acinetas y
en el reclutamiento de filamentos

Introduccion

El ciclo de vida de las Nostocales planctonicas es complejo: posee una fase activa en la
columna de agua en forma de filamentos y una fase de latencia en los sedimentos representada
por la acineta, la célula especializada de dormicion. Ambas fases se conectan a partir de la
formacion y la germinacion de las acinetas, respectivamente (Figura 4.1). La gran mayoria de los
estudios se enfocan en la fase peldgica, donde se pueden generar las floraciones. En cambio, son
escasos los estudios sobre acinetas y su germinacion en los sedimentos, quizas debido a las
dificultades que acarrean. El abordaje de estos aspectos del ciclo de vida es relevante ya que los
estadios de dormicion constituyen la base de la dispersion, el establecimiento y la proliferacion
de las especies de Nostocales. Ademas, el estudio de la fase bentdnica permite también entender
las floraciones pasadas y predecir las futuras (Legrand et al. 2017) a partir del estudio de las

acinetas y su germinacion.

Hense y Beckmann (2006) propusieron un ciclo de vida modelo para Cianobacterias
Nostocales en climas templados principalmente, regulado por la energia y las cuotas de nutrientes
internas. Durante la fase planctonica ocurre el crecimiento de la poblacion, especialmente durante
el verano, vinculado a las altas temperaturas y disponibilidad de nutrientes (Figura 4.1, estadio 1).
En general, mientras hay nitrogeno disponible los filamentos no poseen heterocitos (Figura 4.1,
estadio 1), y estos generalmente se diferencian en respuesta a la limitacion de nitrégeno (salvo en
Cylindrospermopsis, capitulo 2) (Figura 4.1, estadio 2). En otofio generalmente la limitacion de la

luz y la disminucion de la temperatura, junto con otros factores, favorecen la diferenciacion de
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acinetas (Figura 4.1., estadio 3). Como se vio en el capitulo 1 (rasgos), las acinetas pueden poseer
diversos tamafios y formas (ovaladas, esféricas, cilindricas) y se encuentran en diferente posicion
en el filamento en relacion al heterocito (distante o adyacente) (Komarek 2013). Estas
caracteristicas morfologicas son especie-especificas y poseen valor para la identificacion
taxondmica (junto con las caracteristicas morfologicas del heterocito y de las células vegetativas).

Es posible, ademas, que estos rasgos morfolégicos también tengan implicancias ecoldgicas a lo

largo del ciclo de vida.
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Figura 4.1. Esquema del ciclo de vida del orden Nostocales para climas templados (modificado
de Hense y Beckmann 2006). En general, mientras haya disponibilidad de nitrogeno los
filamentos crecen sin desarrollar heterocitos (estadio 1), y en caso de limitacion generalmente se
induce la diferenciacion de heterocitos (estadio 2). Hacia el final del verano, comienzo del otofio,
la limitacion por luz desfavorece el crecimiento y estimula la diferenciacion de acinetas (estadio
3), las cuales caen a los sedimentos como acinetas individuales, donde permanecen durante el
invierno (o durante una sequia) (estadio 4). Cuando las condiciones vuelven a ser favorables,
hacia la primavera, las acinetas germinan (estadio 5) y los filamentos germinados (cortos, de
aproximadamente 1-4 células vegetativas) flotan gracias a las vesiculas gaseosas hasta la porcion
pelagica, donde se dividen asexualmente (reclutamiento, estadio 6) y recomienza el ciclo

planctonico. (Fotografias: Paula de Tezanos Pinto)
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La acineta madura pierde la conexidn fisiologica con las células vegetativas vecinas, y el
punto de unidn con éstas constituye un sitio de debilidad en el filamento (Figura 4.2). La acineta
puede desprenderse del filamento por ese punto, o bien a partir de la degradacion de las células
vegetativas, y caen al fondo del cuerpo de agua, dando comienzo a la fase bentonica del ciclo
(Figura 4.1, fase 4). La acineta aporta la capacidad de superar las condiciones desfavorables para
la poblacion a través de la latencia en los sedimentos, lo que es clave tanto para el éxito ecologico
de las Nostocales (Cirés et al. 2013a) como para la continuidad de la especie (Kaplan-Levy et al.
2010). Ademas, los sedimentos integran distintas generaciones de acinetas de una misma especie

y de distintas especies, constituyendo un importante reservorio de diversidad.

Figura 4.2. Fragmentacion de un filamento por el punto de debilidad en la unién de la acineta con

la célula vegetativa vecina. (Foto: Paula de Tezanos Pinto)

La evaluacion de la diversidad y de la concentracidn de acinetas individuales en los
sedimentos permite estimar la potencialidad de floraciones futuras y su composicion. La

identificacion taxonémica de las acinetas individuales (escindidas del filamento) en los
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sedimentos es dificultosa debido a la ausencia de células vegetativas y heterocitos (que no se
preservan en los sedimentos). Sin embargo, a partir del estudio de la morfologia de las acinetas
individuales en sedimentos y de experimentos de germinacion de las mismas puede reconstruirse,
al menos parcialmente, la historia de las Nostocales que se desarrollaron en el plancton del

cuerpo de agua.

El proceso de germinacion ocurre en general bajo condiciones favorables tales como
temperaturas elevadas, intensidad luminica suficiente, y disponibilidad de nutrientes (Figura 4.1,
estadio 5), aunque existen variaciones especie-especificas (Kaplan-Levy et al. 2010). A partir de
la germinacion se forman filamentos de pocas células vegetativas (aproximadamente 1-4) que se
reclutan a la columna de agua (Figura 4.1, estadio 6), y a partir de los cuales se puede desarrollar

una floracion (Cirés et al. 2013a).

Cabe recalcar que el ciclo de vida de las Nostocales puede detenerse en diferentes
estadios, por ejemplo, en la fase plancténica los filamentos pueden desarrollar o no células
especializadas (heterocitos y/o acinetas), y una poblacion puede colapsar sin haber formado
acinetas. Ademas, en la fase bentonica, las acinetas pueden degradarse o permanecer sin

germinar. Finalmente, no todo lo que germina se recluta exitosamente ni desarrolla una floracion.

El escenario actual de aceleracion de la eutrofizacion genera la necesidad de incrementar
el entendimiento del rol de los nutrientes en las distintas fases del ciclo de vida. En la fase
planctonica han sido ampliamente estudiadas las respuestas en términos de biomasa ante distintos
escenarios de nutrientes y de presencia de heterocitos, y comparadas entre especies, tales como se
analizaron en el capitulo 2 y 3 (experimento de laboratorio y estudio a campo). Sin embargo, se
desconoce si estos escenarios de nutrientes determinan respuestas diferenciales durante los

primeros estadios del ciclo de vida; por €j., si la presencia de nitr6geno en el ambiente es
101



Capitulo 4: Germinacion de acinetas

necesaria para iniciar la germinacion, si la disponibilidad de nutrientes afecta la presencia de
heterocitos en los filamentos germinados (filamentos cortos de 1-4 células) de manera similar a
los filamentos de la fase planctonica (capitulo 2), y de qué manera la disponibilidad de nutrientes
afecta al reclutamiento de los filamentos germinados. Las evidencias del efecto del nitrégeno
(reservas internas acumuladas en la acineta o aportes desde fuentes externas) sobre la
germinacion son contradictorias. Por ejemplo, en un estudio experimental (con una especie con
acinetas distantes al heterocito) no se detectaron granulos de cianoficina (almacenamiento de N)
en las acinetas y la diferenciacion de heterocitos ocurrio rapidamente luego de la induccion de la
germinacion (Perez et al. 2018). Es posible que las especies con acinetas adyacentes al heterocito
(las menos frecuentes en la totalidad de especies de Nostocales, capitulo 1) tengan una reserva de
nitrégeno mas elevada que las especies con acinetas distantes al heterocito, debido a la
proximidad a la célula fijadora, que le puede aportar nitrégeno a la acineta de manera directa
(Adams y Duggan 1999). El poseer una alta carga de nitrégeno interno puede implicar que al
germinar las especies con acinetas adyacentes no necesiten fijar nitrégeno (y no desarrollen
heterocitos) en caso de que la disponibilidad de nitr6geno externo sea baja. Por el contrario, para
las especies con acinetas distantes si seria esperable el desarrollo de heterocitos en situaciones de
bajo N. De esta manera, diferencias fisiologicas dadas por el rasgo de la posicion de la acineta en
el filamento podrian afectar el éxito del reclutamiento durante las primeras fases del ciclo de
vida, dependiendo de las condiciones de nutrientes externas. Por ejemplo, podria esperarse que,
en situaciones de fijacion de nitrdgeno, el reclutamiento de filamentos de especies con acinetas
adyacentes (reserva de nitrégeno mas elevada) sea mayor que para especies con acinetas distantes

(menor reserva). En cambio, en situaciones de disponibilidad de nitr6geno, no seria esperable un
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efecto de la posicion de las acinetas, y otros factores podrian determinar el reclutamiento, como

el tamarfio del in6culo de acinetas de cada especie.

Los objetivos de este capitulo fueron i) vincular la identidad de las acinetas individuales
en el sedimento con las especies reclutadas a partir de la germinacion y ii) evaluar si la posicion
relativa de la acineta respecto al heterocito (adyacente o distante, como proxy de disponibilidad
de N interna) y la disponibilidad de nutrientes en el medio afectan el reclutamiento durante los
primeros estadios del ciclo de vida. Para abordar estos objetivos se obtuvieron muestras de
sedimentos de un cuerpo de agua que sufre recurrentemente floraciones de diversas especies de
Nostocales (con acinetas adyacentes y distantes). Luego, con dichos sedimentos se realizd un
experimento de germinacion en el laboratorio bajo escenarios contrastantes de concentraciones de

nitrogeno y fosforo.
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Metodologia

En el campo

Para abordar los objetivos planteados, se muestrearon a campo sedimentos de la laguna de
Otamendi (Provincia de Buenos Aires, Argentina). Este cuerpo de agua fue seleccionado ya que
ha sufrido recurrentemente floraciones de Nostocales, su composicion y estructura
fitoplanctonica son ampliamente conocidas (lzaguirre et al. 2004, de Tezanos Pinto et al. 2015,
O’Farrell et al. 2015), y cuenta con una alta densidad de acinetas en los sedimentos (O’Farrell
et al. 2015). Ademas, en base a informacidn historica, en dicho ecosistema se encuentran especies
de Nostocales tanto con acinetas distantes como adyacentes respecto al heterocito, diversidad que
no es frecuente encontrar en el ambiente (ya que la mayoria de las especies del grupo desarrollan
acinetas distantes, capitulo 1). Se colectaron en total 10 testigos cortos del sedimento —obtenidos
con el tubo de Lankford de 3 cm de didmetro y 20 cm de longitud— a lo largo de una transecta de
15 m, para obtener la mayor diversidad posible de acinetas. Los testigos se guardaron de manera

vertical, en frio y oscuridad hasta su procesamiento.

En el laboratorio

Para cada uno de los 10 testigos, se quito con esponja absorbente el agua superior retenida
y se protruyeron (con émbolo) los 3 primeros centimetros superficiales. Luego se homogeneizd el
sedimento recolectado de los 10 testigos para obtener el indculo inicial de acinetas para el
experimento. Se extrajo una muestra del sedimento unificado para determinar el peso seco, variable
necesaria para expresar la densidad de acinetas. Se pesé una capsula (de peso conocido) que
contenia sedimento humedo, luego se llevd a estufa durante 48hs y se volvio a pesar para obtener

el peso seco y calcular el porcentaje de agua del sedimento.
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Experimento de germinacién

El experimento se llevd a cabo utilizando 2 niveles de nitrogeno (ausencia, para promover
la fijacion de nitrdgeno atmosférico, y alta disponibilidad: NT=2000 ug L, para evitar la
fijacion) y 2 niveles de fosforo (bajo: PT=25 pg L™ y alto: PT=775 ug L, para causar limitacion
y suficiencia de fésforo, elemento necesario para llevar a cabo la fijacion). El disefio fue factorial,
por lo tanto los tratamientos fueron 4: sin nitrogeno y bajo fésforo (NO, BP), sin nitrégeno y alto
fésforo (NO, AP), alto nitrégeno con bajo fésforo (N+, BP), y alto nitrégeno con alto fésforo (N+,
AP). Cada tratamiento se realizo6 por triplicado. Las unidades experimentales fueron Erlenmeyers
de 500 mL, con 225 mL de medio de cultivo WC (Guillard 1975) con las concentraciones de
nitrégeno y fosforo modificadas para cada tratamiento, y 4 (+ 0,01) gramos del sedimento
himedo homogenizado. El experimento se realiz6 en condiciones batch, es decir sin renovacion
del medio. Las 12 unidades experimentales (4 tratamientos experimentales x 3 réplicas cada una)
se mantuvieron en una camara de cultivo en condiciones adecuadas para el crecimiento de
cianobacterias: 24 +1 °C y fotoperiodo 14:10 luz:oscuridad, durante 21 dias. Existen registros de
que este tiempo es adecuado para obtener biomasa en los experimentos de germinacion (Cirés
et al. 2013a). Todos los dias se agitaron las unidades experimentales manualmente para favorecer
la germinacion de acinetas y se reorganizaron al azar sus posiciones en la camara de cultivo para

evitar efectos de espacio.

Al inicio del experimento (dia 0) se tomé una muestra para cuantificar e identificar las
acinetas individuales (escindidas del filamento) en los sedimentos, y para confirmar que el
indculo inicial de acinetas fuera similar entre tratamientos. Para ello se agitaron las unidades
experimentales para resuspender los sedimentos y luego se tomaron muestras de 15mL que se

fijaron con lugol. A continuacion se dejaron decantar los sedimentos aproximadamente dos horas,
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y luego se tomaron muestras del medio de cultivo, para confirmar la ausencia de filamentos al
momento del inicio del experimento. Esto ultimo se realiz para poder constatar que los

filamentos presentes a lo largo del experimento provengan exclusivamente de la germinacion.

Los muestreos siguientes fueron semanales y se realizaron a los 7, 14 y 21 dias. En
experimentos de laboratorio previos se observo que la germinacion de acinetas provenientes de
monocultivos ocurria aproximadamente a la semana de la inoculacion, y por eso se selecciond la
primera fecha de muestreo a los 7 dias. Durante la primera semana se estima que la mayoria de
los filamentos provienen de la germinacion de acinetas, mientras que en las semanas
subsiguientes la division asexual de filamentos también estaria ocurriendo. En cada muestreo se
tomaron 15 mL del medio de cultivo, se fijaron con Lugol y luego se procedio a la agitacion
diaria de las unidades experimentales, de manera de evitar una alta cantidad de sedimentos en la

muestra.

Recuentos de acinetas individuales (en sedimentos) y de filamentos (en el medio de cultivo)

Se realizo el recuento de las acinetas individuales en los sedimentos en cdmara de Palmer
al microscopio optico. En base a la morfologia de las acinetas (forma -ovalada, esférica,
cilindrica- y dimensiones -largo y ancho) se determin0 la identidad potencial de las acinetas.
Cabe recalcar que la identificacion especifica de las acinetas individuales es dificultosa, ya que
para la determinacion correcta de las especies se requieren otras caracteristicas ademas de la
morfologia de la acinetas (la Unica estructura que se preserva en sedimentos), tales como la
posicién relativa de la acineta al heterocito y la morfologia del heterocito. Para cubrir este
impedimento, se utilizé la tabla de rasgos recopilada (capitulo 1- Anexo 1) que detalla la
morfologia de las células (incluyendo la de la acineta) de cada una de las 86 especies de las

Nostocales planctonicas. En base al Anexo 1, se asignaron las posibles especies a las que
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corresponderian las acinetas segun la forma y el rango de tamafio de las acinetas encontradas.
Ademas, la lista de posibles especies se confront6 con la historia de la diversidad de las
Nostocales del cuerpo de agua de donde se recolectaron las acinetas (O’Farrell et al. 2015) para
ajustar la identificacion. Se tuvieron en cuenta las diluciones realizadas para calcular la densidad

de acinetas en sedimentos, que se expreso en términos de gramos de sedimento hiumedo.

La identificacion de las especies de Nostocales se basé en la literatura actualizada
(Komérek 2013) y la densidad de filamentos en el medio de cultivo se cuantificd en microscopio
invertido segun la metodologia de Utermohl (1958), en cdmaras de 5 mL. Se recorrio la cdmara
completa para cuantificar tanto a las especies abundantes como a las menos frecuentes. En los
casos en que las especies mas abundantes alcanzaron altas densidades, éstas se cuantificaron en
un namero delimitado de campos, contando al menos un minimo de 150 individuos. Para cada

filamento se cuantificé el nimero de heterocitos por filamento.

Analisis estadistico

Para comparar la densidad de acinetas en los sedimentos al tiempo inicial se realizaron
analisis de Kruskal-Wallis entre los tratamientos para la densidad total y para la densidad de las
distintas formas, ya que no se cumplio el supuesto de normalidad.

El anélisis de la densidad de filamentos a lo largo del experimento se realizé utilizando
dos marcos temporales: 1) la primera semana, donde se estima que la mayoria de los filamentos
provienen de la germinacion, y 2) el desarrollo a lo largo del tiempo (7, 14 y 21 dias), donde
tanto la germinacion de acinetas como la division asexual de filamentos ocurririan

simultaneamente.
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En la primera semana, se estudio el efecto de la posicion relativa de la acineta respecto al
heterocito sobre la germinacion en los distintos tratamientos. Para ello las especies identificadas
se analizaron en dos grupos (adyacente-distante), en base a la posicion relativa de la acineta
respeto al heterocito. Se realizaron analisis de Kruskal-Wallis para las variables densidad de
filamentos y nimero de heterocitos por filamento, para cada grupo (adyacente y distante). En los

casos en que se encontraron diferencias significativas se realizaron comparaciones mdaltiples.

A lo largo del experimento (3 semanas), la densidad total de filamentos se analiz6 con un
Anova de medidas repetidas de 2 factores (tratamiento y tiempo), con los datos transformados
con log10 (x+1). Los supuestos se evaluaron con un test de esfericidad de Mauchly. En los casos
en que se encontraron diferencias significativas se realizaron comparaciones multiples LSD. La
densidad de filamentos a nivel de especies no pudo ser analizada debido a que no se cumplieron

los supuestos del analisis en la mayoria de las especies.
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Resultados

Acinetas en sedimentos (tiempo inicial)

La abundancia total de acinetas en los sedimentos al inicio del experimento fue alta (entre
1,2 10* y 5,1 10* acinetas g sedimento hiimedo, lo que equivale a 9,2 10* y 3,8 10° acinetas g
sedimento seco) y similar entre los tratamientos (x*: 0,575; gl: 3; p: 0,902). También fueron
similares las densidades de las distintas formas de acinetas entre tratamientos (cilindricas 2: 3;
gl: 3; p: 0,392; ovaladas ¥*: 6,534; gl: 3; p: 0,088; esféricas y*: 1,872; gl: 3; p: 0,599) (Figura 4.3).
La forma de acineta mas abundante fue la esférica, constituyendo la mayor proporcion en todos
los tratamientos (entre el 88 y el 98%). La forma ovalada constituyé una menor proporcion, y la

forma cilindrica estuvo ausente en la mayor parte de los tratamientos (Figura 4.3).

Acinetas
6 x 10%

a a a a
5x 10*
4 x 10
3 x 10
2 x 10
1x10%

NOBP NOAP N+BP N+AP 0

‘ m Esférica m Ovalada @ m Cilindrica \
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Figura 4.3. Densidad de acinetas segun la forma por gramo humedo de sedimento para cada
tratamiento, al inicio del experimento. NO: ausencia nitrogeno, N+: nitrogeno suficiente, BP: bajo
fosforo, AP: alto fésforo. Las barras de error representan el desvio estandar de la densidad total.

Las letras indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, para la densidad total.
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En la Tabla 4.1 se indican las especies a las que podrian pertenecer las acinetas
individuales encontradas en los sedimentos. Las acinetas esféricas encontradas en los sedimentos
podrian pertenecer a lo sumo a 4 especies del total de 8 especies de Nostocales con acinetas
esféricas. Las acinetas de forma ovalada encontradas podrian asignarse a lo sumo a 8 de un total
de 41 especies posibles. Las acinetas cilindricas encontradas podrian asignarse a lo sumo a 11 de
un total de 37 especies posibles. Al comparar con los registros historicos de las especies de
Nostocales de la laguna de donde se obtuvieron los sedimentos (Laguna de Otamendi), se
observo que de las 6 especies registradas alli, 5 de ellas (salvo Dolichospermum cf. bituri) se
encontraron dentro de las posibles especies estimadas a partir de la morfologia de las acinetas en

los sedimentos (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Identidad posible de las acinetas individuales en los sedimentos y de las especies que germinaron durante el experimento. La

determinacion de las potenciales especies correspondientes a las acinetas se realiz6 en base a: a) la forma y tamafio de las acinetas

encontradas en el sedimento, b) las caracteristicas morfoldgicas recopiladas de la literatura (Anexo 1) y c) los registros historicos del

cuerpo de agua de donde fueron obtenidos los sedimentos (Laguna de Otamendi, Provincia de Buenos Aires). En negritas se indican

las especies que germinaron durante el experimento. A: acinetas adyacentes al heterocito, D: acinetas distantes al heterocito, S: sin

heterocitos.

Forma
acineta

Cantidad
de
especies
posibles 2

Cantidad e identidad posible de las especies
segln la morfologia de las acinetas
encontradas en los sedimentos °

Cantidad e identidad posible
de las especies segun la
historia del plancton de
donde se obtuvieron los

sedimentos °

Cantidad e identidad
posible de las especies que
germinaron en el
experimento de laboratorio

Esférica

4: Sphaerospermopsis aphanizomenoides, S.
torques-reginae, S, oumiana, S. reniformes

2: S. aphanizomenoides

S. torques-reginae

2: S. aphanizomenoides (A)
S. torques-reginae (A)

Ovalada

41

8: Anabaenopsis elenkinii, A. milleri, A. arnoldii,
Dolichospermum longicellulare, D.compactum,
D. delicatum, D. nathii, Nodularia baltica

1: A. elenkinii

2: A. elenkinii (D)

D. cf. compactum (D)

Cilindrica

37

11: Anabaena tenericaulis, Aphanizomenon
klebahnii, Cuspidothrix issatschenkoi, C.
elenkinii, Dolichospermum mendotae, D.
ellipsoides, D. flos-aquae, D. zingerlingii, D.
berezowskii, Cylindrospermopsis raciborskii, C.
africana, Raphidiopsis mediterranea, R. brookii

3: Dolichospermum cf. bituri

C. issatschenkoi
R. mediterranea

2: C. issatschenkoi (D)

R. mediterranea (S)

*  De un total de 86 de especies de Nostocales, segiin Komarek, 2013

b-

Base de datos de rasgos recopilada en capitulo 1 — Anexo 1

¢ Basado de OFarrell et al. 2015
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Filamentos

A tiempo inicial se corroboro la ausencia de filamentos en el medio de cultivo, por
lo que los filamentos cuantificados en el experimento provinieron de la germinacion de
acinetas y posterior division de los filamentos. A lo largo del experimento, germinaron 6
especies de Nostocales, pertenecientes a 5 de los 10 generos de Nostocales planctonicos.
De las 6 especies que germinaron, 2 desarrollan la acineta en posicion adyacente al
heterocito (Sphaerospermopsis aphanizomenoides y S. torques-reginae), 3 desarrollan la
acineta en posicion distante al heterocito (Anabaenopsis elenkinii, Dolichospermum cf.
compactum, y Cuspidothrix issatschenkoi) y 1 carece de la capacidad de desarrollar
heterocitos (Raphidiopsis mediterranea) (Tabla 4.1). Ademas, de las 6 especies
identificadas en el experimento, 5 fueron también identificadas en el plancton de la laguna
de Otamendi mientras que Dolichospermum cf. compactum no fue registrada alli (Tabla
4.1). Todas las especies que germinaron durante el experimento se encontraban dentro de
la categoria de posibles especies basadas en la morfologia de las acinetas encontradas en

los sedimentos (Tabla 4.1).
Filamentos: a los 7 dias del experimento

A los 7 dias, cuando se estima que la mayoria de los filamentos provienen de la
germinacién (y en menor proporcion de la division asexual de los filamentos), el grupo de
especies que poseen acinetas adyacentes al heterocito fueron entre 5y 10 veces méas
abundantes que las especies con acinetas distantes (x% 17,30; gl: 1; p: <0,0001) (Figura
4.4A). Ademas, la densidad de las especies con acineta adyacente vario dependiendo del N
aportado: fue significativamente mayor en los tratamientos con aporte de nitrogeno que en
los tratamientos sin aporte de nitrégeno (y%: 8,71; gl: 3; p: 0,033) (Figura 4.4A). Las

112



Capitulo 4: Germinacién de acinetas

especies con acinetas distantes, por el contrario, alcanzaron una densidad similar en todos
los escenarios de nutrientes ensayados (x% 1,252; gl: 3; p: 0,74; comparaciones de a pares,

con un 0=0,1) (Figura 4.4A).

El nimero de heterocitos por filamento a los 7 dias vari6 entre la ausencia y hasta
1,5 heterocitos filamento™ en las distintas combinaciones de nutrientes (Figura 4.4B). En
cuanto al grupo de las especies con acinetas adyacentes, éstas solo desarrollaron
heterocitos en el tratamiento de limitacion de nitrégeno y alto fosforo (x%: 7,66; gl: 3; p:
0,05). En cuanto al grupo de las especies con acinetas distantes, de las 3 especies que
compartian este rasgo solamente se consideraron las especies Anabaenopsis y
Dolichospermum, debido a que Cuspidothrix ain no habia germinado durante la primera
semana. En este grupo, la proporcion de heterocitos fue significativamente mayor en los
tratamientos de limitacion de nitrogeno (% 9,076; gl: 3; p: 0,028; comparaciones de a
pares, con un a=0,5) que en los de suficiencia. Sin embargo, también se encontré una baja
proporcion de heterocitos en el resto de los tratamientos, exclusivamente en Anabaenopsis

(Figura 4.4B).
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A) Filamentos a los 7 dias B) Heterocitos a los 7 dias
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Figura 4.4. A) Densidad de filamentos y B) nimero de heterocitos por filamento a los 7
dias, para cada tratamiento, para las especies agrupadas segun la posicién de la acineta
respecto al heterocito en el filamento (adyacente o distante). EI grupo de las acinetas
adyacentes incluye a Sphaerospermopsis aphanizomenoides y S. torques-reginae, y el
grupo con acinetas distantes a Dolichospermum cf. compactum y Anabaenopsis elenkinii.
NO: ausencia nitrégeno, N+: nitrogeno suficiente, BP: bajo fosforo, AP: alto fosforo. Las
letras indican diferencias significativas con un nivel al 10% (en mindscula para las
especies con acinetas adyacentes al heterocito y en mayuscula para las especies con
acinetas distantes). Las barras de error representan el desvio estandar.

Filamentos: a lo largo del tiempo

A lo largo del experimento, la densidad total de filamentos vario significativamente
(F: 3,758; p: 0,04), desde cero en el tiempo inicial hasta una densidad promedio de 435
filamentos mL™ a tiempo final (21 dias), con maximos de hasta 1048 filamentos mL*
(Figura 4.5A). No se registraron diferencias significativas en la densidad total para los

tratamientos de nutrientes ensayados (F: 0,407; p: 0,75). El nGmero de heterocitos por
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filamento varid a lo largo del experimento entre la ausencia y hasta 3 heterocitos filamento"

!y fue mayor a los 14 y 21 dias (Figura 4.5B).

Las especies mas abundantes fueron Sphaerospermopsis aphanizomenoides, S.
torques-reginae y Dolichospermum cf. compactum, que alcanzaron abundancias maximas
entre 100-600 filamentos mL™* (Figura 4.6 A-C). Las especies menos abundantes fueron
Anabaenopsis elenkinii, Cuspidothrix issatschenkoi y Raphidiopsis mediterranea, con
densidades entre 1 y 2 érdenes de magnitud menores que las especies abundantes, con

méaximos en el rango entre los 2-12 filamentos mL™ (Figura 4.6 D-F).

En cuanto a la dinamica temporal de cada especie, Sphaerospermopsis
aphanizomenoides alcanzé una densidad promedio de aproximadamente 38 filamentos mL"
L alos 7 dias, aumento su densidad a lo largo del experimento y alcanz6 su maxima
abundancia en el tiempo final (21 dias). Esta especie fue siempre la mas abundante en
todos los tratamientos y en todos los tiempos (Figura 4.6A). S. torques-reginae durante los
primeros 14 dias mantuvo una densidad similar de unos 10 filamentos mL*y aumento su
densidad hacia el final en los tratamientos con alta concentracion de fosforo; esta especie
fue la segunda mas abundante durante el experimento (Figura 4.6B). Dolichospermum cf.
compactum durante los primeros 14 dias tuvo una densidad promedio de 3 filamentos mL"
!y hacia el tiempo final del experimento se observd la tendencia de un aumento de hasta
un orden de magnitud en los tratamientos con alta concentracion de fésforo (Figura 4.6C).
Anabaenopsis elenkinii, a diferencia de las demas especies, alcanz6 su maxima abundancia
a los 7 dias (con un promedio de 2 filamentos mL™?) y luego disminuy6 su abundancia

durante las 2 semanas siguientes (Figura 4.6D). Cuspidothrix germind a partir de la
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segunda semana, Yy junto con Raphidiopsis se mantuvieron en baja densidad durante todo el

experimento (Figura 4.6E-F).
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Figura 4.5. Dindmica a lo largo del tiempo de (A) la densidad total de filamentos y (B) del
namero total de heterocitos por filamento a lo largo del tiempo. NO: ausencia nitrégeno,
N+: nitrogeno suficiente, BP: bajo fésforo, AP: alto fosforo. Las barras de error

representan el desvio estandar.
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Figura 4.6. Dindmica a lo largo del tiempo de la densidad de filamentos por especie. NO:
ausencia nitroégeno, N+: nitrégeno suficiente, BP: bajo fosforo, AP: alto fésforo. Las barras

de error representan el desvio estandar.
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Discusién

Caracterizacion del banco de acinetas

Este trabajo evidencio6 que a traves del estudio de los sedimentos de un cuerpo de
agua es posible caracterizar el banco de acinetas. El banco de acinetas se caracterizo por
una alta concentracion (del orden de 10* x gr de sedimento hiimedo), la cual es comparable
con otros ambientes (Baker 1999, Cirés et al. 2013a). Lamentablemente, no fue posible la
comparacién con un mayor nimero de cuerpos de agua debido a que las abundancias de
acinetas en sedimento se expresan en distintas unidades en distintos trabajos (el nimero de
acinetas puede referirse a peso, area o volumen de sedimento). Si bien algunos estudios

informan los datos con diversas unidades, no existe ain una estandarizacion del método.

Se encontro toda la diversidad de formas posibles de acinetas: esféricas, ovaladas y
cilindricas, aunque la forma predominante fue la esférica (88-98% del total de acinetas).
Los filamentos de especies con acinetas esféricas fueron también las mas abundantes
durante el experimento de germinacion, por lo que el método de cuantificacion de acinetas
utilizado resulté efectivo para las acinetas abundantes. Las acinetas cilindricas, que fueron
poco abundantes en los sedimentos (y que sélo fueron detectadas en los sedimentos del
tratamiento sin N, alto P), germinaron en todos los tratamientos. Esto pone en evidencia
que el método de cuantificacion de acinetas utilizado result6é poco efectivo para las
acinetas raras. De todas formas, las abundancias de filamentos de especies con acinetas

cilindricas durante el experimento de germinacion fueron muy poco abundantes.

La utilizacion de la tabla de rasgos morfoldgicos (recopilada en capitulo 1 — Anexo

1) para la determinacion taxondmica de las acinetas individuales en sedimentos result6 una
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buena aproximacion, ya que permitio establecer una lista reducida de potenciales especies.
Ademas, estos resultados muestran el valor que tiene la morfologia de la acineta en la
determinacion taxonomica. Se ha observado que las caracteristicas morfoldgicas de las
acinetas son mas estables ante condiciones ambientales variables que las de las células
vegetativas (Zapomélova et al. 2008, Cirés et al. 2013b), lo que podria contribuir a la

utilizacion de esta metodologia.

El conjunto de acinetas acumuladas en los sedimentos podrian tener el potencial de
reconstruir la diversidad de Nostocales plancténicas del cuerpo de agua (Legrand et al.
2017). En este estudio, el subconjunto de especies seleccionado en base a la morfologia de
las acinetas individuales coincidié mayormente con la diversidad histérica del cuerpo de
agua. Ademas, las especies que germinaron reflejaron la diversidad del cuerpo de agua y
coincidieron con las especies preliminarmente identificadas basadas en la morfologia de
las acinetas. A lo largo del experimento germinaron 6 especies correspondientes a 5 de los
10 generos de Nostocales (Sphaerospermopsis, Dolichospermum, Anabaenopsis,
Cuspidothrix y Raphidiopsis), de las cuales 5 especies estaban registradas para el cuerpo

del agua de donde se obtuvieron los sedimentos.

Filamentos germinados

En la primera semana, se observaron en promedio 54 filamentos mL™.
Considerando que en cada tratamiento al comenzar habia un promedio de 563 acinetas mL"
Len los sedimentos, la proporcion de germinacion fue como maximo de aproximadamente
el 10% de la cantidad total de acinetas disponibles en los sedimentos. Probablemente en
este periodo también se incluyan filamentos producto de divisiones posteriores a la
germinacion (la tasa de crecimiento maxima promedio de Nostocales es de 0,48 dias™,
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capitulo 1), por lo que podria esperarse que los filamentos exclusivamente provenientes de
la germinacion de acinetas fueran menores. La diferencia entre la cantidad de acinetas en
los sedimentos y lo que germind en condiciones de laboratorio podria deberse a la
viabilidad de las acinetas, es decir, la integridad funcional que mantienen luego de

permanecer en los sedimentos durante el periodo desfavorable (Legrand et al. 2017).

En la primera semana la densidad de filamentos y su respuesta al aporte de
nutrientes externos vario entre las especies con rasgos contrastantes de la posicion de la
acineta respecto al heterocito. El grupo de Nostocales con acinetas adyacentes al heterocito
(Sphaerospermopsis aphanizomenoides y S. torques-reginae) fue mucho més abundante
que las especies del grupo con acinetas distantes al heterocito (Dolichospermum cf.
compactum y Anabaenopsis elenkinii). Esto probablemente haya ocurrido debido a las
grandes diferencias de abundancias de dichas especies en los sedimentos. Ademas, para las
especies con acinetas adyacentes, la densidad fue significativamente mayor en los
escenarios con alto N aportado al medio, evidenciando una respuesta diferencial de
reclutamiento frente al aporte de nutrientes externos. Esto podria evidenciar los riesgos de
un alto suministro de N en el ambiente al favorecer el desarrollo inicial de las floraciones.
Para las especies germinadas a partir de acinetas distantes, sin embargo, no se detectaron
diferencias en la densidad entre los escenarios de nutrientes ensayados. Esto podria indicar
una falta de influencia de la disponibilidad de nutrientes en el reclutamiento, o a que la
densidad de las especies de acinetas distantes fue mucho menor por lo que podrian no
detectarse efectos. Un resultado interesante es que todas las especies fueron capaces de
germinar sin aporte externo de N, mostrando que la germinacién ocurre

independientemente de la disponibilidad de nutrientes.
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El tiempo de muestreo para evaluar la germinacion (a los siete dias) fue
seleccionado en base a experimentos previos, sin embargo, en este experimento la
germinacién ocurrié antes de lo esperado. En estudios recientes publicados posteriormente
(2017-2018) a la realizacion de este estudio (2015), se observo que la germinacion podia
ocurrir desde las 3-9 horas y hasta las 48 horas posteriores a que las acinetas sean
colocadas en condiciones 6ptimas de luz (Legrand et al. 2017, Perez et al. 2018). Dado que
los tiempos de germinacién en el experimento fueron menores a los esperados, no se pudo
observar el estadio de filamentos cortos (1-4 células) recién germinados, sino que éstos
rondaban las 20-50 células en su mayoria. Esto impidio determinar si habia heterocitos en
los filamentos cortos, y asi poder evaluar un posible efecto de la posicion de la acineta en
las necesidades de fijar nitrgeno inmediatamente luego de la germinacion. Sin embargo,
las respuestas de la presencia del heterocito en los filamentos de 20-50 células estuvieron
en gran parte en linea con lo esperado. Por ejemplo, para las especies con acinetas
adyacentes se esperaba ausencia de heterocitos tanto en escenarios de alto como de bajo
suministro de N (todos los tratamientos ensayados) y se observé ausencia de heterocitos en
los escenarios de alto suministro de N (tal como se esperaba y en linea a lo observado en el
capitulo 2 para especies con heterocitos intercalares) y en el escenario sin N y bajo P. En
cuanto al escenario en el que hubo presencia de heterocitos —tratamiento sin nitrégeno y
alto fosforo (que coincide con las condiciones que mayormente inducen su desarrollo),
experimentos de germinacion con tiempos méas acotados podrian constatar si los
heterocitos estan ausentes en los primeros estadios de la germinacion (filamentos de 1-4
células). En cuanto a las especies con acinetas distantes, tal como lo esperado, la
proporcidn de heterocitos en este grupo fue significativamente mayor en situaciones sin

nitrégeno, de manera similar a lo observado en el capitulo 2. Este resultado estaria en
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concordancia con una potencial falta de reservas de nitrégeno en la acineta al germinar
como se esperaba por la mayor distancia al heterocito. En particular, la presencia de
heterocitos en los escenarios con alto suministro de N (aunque en proporcion
significativamente menor que en los escenarios sin N) se debe a la especie de
Anabaenopsis elenkinii. Esto podria deberse a una cuestion intrinseca de Anabaenopsis, de
manera similar a la observada en Cylindrospermopsis en el experimento del capitulo 2,
donde se observaron heterocitos ain en los tratamientos con abundancia de nitrégeno
(aunque sin comportamiento fijador y en menor proporcion que en los escenarios sin N).
Por lo tanto, Cylindrospermopsis y Anabaenopsis, que diferencian heterocitos terminales
(primarios y secundarios, respectivamente), parecerian comportarse de manera similar en
cuanto al desarrollo de heterocitos, aunque este patrén debe confirmarse en futuros

estudios.

A lo largo del tiempo se observo un incremento significativo de la densidad total de
filamentos, que variaron desde una ausencia de filamentos en el medio de cultivo al inicio,
hasta altas densidades (rango de 400-1000 filamentos mL™?) a las 3 semanas. Los
resultados ponen en evidencia que a partir de la germinacion de las acinetas es posible el
desarrollo de grandes poblaciones planctonicas. Otros autores han observado que indculos
de acinetas en los sedimentos dan lugar a grandes biomasas (Karlsson-Elfgren y Brunberg

2004, Rucker et al. 2009, Johnk et al. 2011, Cirés et al. 2013a)

Entre las especies, diferentes estrategias ecoldgicas pueden determinar una
germinacion y colonizacion diferente (Legrand et al. 2017, Perez et al. 2018). En este
trabajo, las distintas especies mostraron comportamientos levemente diferentes a lo largo

del experimento, aunque no es posible distinguir si se tratd de diferentes estrategias
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especie-especificas, o se debié mas bien a la diferencia en la densidad inicial de las
acinetas en los sedimentos. A lo largo del experimento, las especies con mayor densidad de
filamentos (Sphaerospermopsis) fueron las que correspondian a las acinetas méas
abundantes. Estos resultados difieren de los obtenidos por otros autores, quienes
observaron que no fue el tamafio del in6culo de acinetas en el sedimento lo que determiné
el tamafio de la poblacion, sino que eran otros los factores que intervenian (como las
condiciones ambientales de crecimiento y la pérdida de acinetas y filamentos germinados

por mortalidad o flujo) (Hense y Beckmann 2006, Rucker et al. 2009).

Respecto a los nutrientes externos, no se observé efecto significativo de los mismos
sobre la densidad de filamentos total, de manera similar a lo observado en
Dolichospermum flos-aquae en el capitulo 2 (especie con heterocitos intercalares, al igual
que 5 de las especies germinadas en este experimento), pero difiriendo con lo observado en
el ambiente (capitulo 3). Las respuestas de densidad total también pueden haber sido
influenciadas por la competencia con otras especies de cianobacterias (e.g. Microcystis) y
algas eucariotas (clorofitas y diatomeas) que se reclutaron en la columna de agua,
especialmente hacia el final del experimento, y que no fueron considerados en el analisis,
ya que el presente estudio se focalizaba en Nostocales. En cuanto al nimero de heterocitos
por filamento, éste aumentd en el tiempo, probablemente indicando limitacion de nitrégeno
inorganico disuelto. Es posible que se hayan consumido los nutrientes disueltos debido al

tipo de cultivo sin renovacion (batch).

Tanto los resultados de Legrand et al. (2017) y de Perez et al. (2018), como los
nuestros sugieren que las especies tienen tiempos de germinacion especificos, aunque falta

informacidn para la mayoria de las especies. En este estudio, por ejemplo, Raphidiopsis y
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Cuspidothrix practicamente no germinaron durante la primera semana, y se observaron
recién a los 14 dias. Ademas la germinacion es asincrénica (Perez et al. 2018), por lo que

la germinacion puede ocurrir en distintos momentos, incluso para una misma especie.

Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a entender mejor el ciclo
completo de Nostocales, lo que puede ayudar a predecir, evitar y mitigar las floraciones y
sus impactos negativos, asi como la invasion y expansion de especies (Sukenik et al.
2012). Por ejemplo, aplicar medidas de manejo de las floraciones durante las primeras
semanas (cuando la germinacidn prevalece) seria mas efectivo que una vez que la floracion
ya se ha establecido. Ademas, el estudio de los sedimentos puede indicar el potencial
reclutamiento de Nostocales, y de qué especies se trataria, para aplicar medidas

particulares segun las preferencias ambientales especificas.
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El enfoque de los rasgos ecoldgicos empleado en esta tesis para el estudio de las
cianobacterias Nostocales se esquematiza en la Figura 1. La aproximacion de rasgos
ecoldgicos ha sido ampliamente utilizada en el fitoplancton ya que provee la capacidad de
explicar la distribucion de las especies en distintos gradientes ambientales a partir de
caracteristicas facilmente medibles a nivel individual (Reynolds 2006, Violle et al. 2007,

Litchman y Klausmeier 2008).

Considerando la premisa de que la morfologia determina la funcién (Kruk et al.
2010), se puede considerar gque los rasgos morfoldgicos son buenos predictores de las
caracteristicas funcionales de los organismos, y en Gltima instancia influyen sobre la
ecologia del grupo. Se han construido diferentes grupos funcionales del fitoplancton
(Reynolds et al. 2002, Padisak et al. 2009), donde se distinguen tres grupos principales de
especies de Nostocales en base a las tolerancias y sensibilidades ambientales, aunque
incluyen un ndmero limitado de especies Nostocales (1/4 de las especies del grupo). Sin
embargo, existen diferencias morfoldgicas, fisiologicas y ecoldgicas que no han sido
consideradas en dichas clasificaciones. Tal es el caso de las caracteristicas morfologicas
(forma y tamafio) de las células vegetativas y especializadas, la posicidn de los heterocitos
en el filamento y la posicion de las acinetas respecto al heterocito, que han sido trabajados
en esta tesis (Figura 1).

A nivel morfologico, a partir de los resultados de esta tesis se observé que el tamafio
y la forma de los distintos tipos de células (vegetativa, heterocito y acineta) son variables
entre las especies de Nostocales. Mas alla de las diferencias, se identificaron algunos
patrones en comun, como que cada tipo de célula se asoci6 a una forma particular,

probablemente asociada a su funcién. Las células vegetativas son principalmente

126



Discusion general

cilindricas, y por lo tanto tienen una mayor relacién S/V, que constituye una ventaja para la
captacion de luz. El heterocito es mayormente esférico, forma con la menor relacion S/V,
disminuyendo el contacto con las células vegetativas vecinas y con el exterior, lo que
probablemente disminuya el contacto con el oxigeno -que inhibe a la enzima responsable
de la fijacion de nitrdgeno atmosférico. La acineta se asocio a la forma ovalada; el aumento
de volumen puede contribuir al almacenamiento de sustancias de reserva, y tal vez podria
estar relacionado con la formacion o germinacion de acinetas, aunque aun esto ultimo no
esta claro. Aunque las células especializadas no mantuvieron la forma de la célula
vegetativa que le dio origen, si se observo una relacion positiva entre el tamarfio de las

células vegetativas y el de las células especializadas.

Si bien para el fitoplancton es clara la relacion entre el tamafio celular y la tasa de
crecimiento, no se confirmo esta relacion para las Nostocales (Figura D.1). Falta confirmar
que sucederia si el analisis se realizara considerando el tamafio a nivel individuo ya que,
como se ha observado en la tesis, la longitud del filamento puede ser muy variable segun
las condiciones. Ademas, es posible que el analisis de la tasa de crecimiento sea mas
complejo y requiera el estudio de varios aspectos fisioldgicos que influyen sobre el

crecimiento.

En cuanto a la morfologia del filamento, ésta se asocié a la forma de la célula
vegetativa: las células vegetativas cilindricas se asociaron con filamentos rectos y las
esféricas con filamentos espiralados. La importancia de la morfologia es que esta afecta la
adquisicion de recursos, tanto a nivel celular como del organismo. En particular, los tipos
de floraciones dispersivas y acumulativas se asocian a la morfologia del filamento. Es asi

que se reconoce que las floraciones dispersivas ocurren en especies con filamentos rectos
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de menor tamafio, con una alta relacion S/V, tales como Cylindrospermopsis, Raphidiopsis
y Cuspidothrix. Por el contrario, las floraciones acumulativas ocurren en filamentos
espiralados o rectos que forman haces, de mayor tamafio, con menor relacién S/V, como

Dolichospermum (O’Farrell et al. 2019).

Otro rasgo morfoldgico que podria tener un rol ecoldgico segun los resultados
experimentales obtenidos para esta tesis es la posicion de los heterocitos en el filamento
(Figura 1), segun la cual se observaron varios efectos. En cuanto a la fijacién de nitrégeno,
durante la ausencia de aporte externo de nitrogeno, la especie con heterocitos terminales
(Cylindrospermopsis raciborskii) tuvo menor tasa de fijacion de nitrégeno (probablemente
por la limitante del maximo de 2 heterocitos por filamento) que la especie con heterocitos
intercalares (Dolichospermum flos-aquae). A su vez, en ausencia de aporte externo de
nitrégeno la especie con heterocitos terminales mostré filamentos cortos y biomasa baja,
mientras que la especie con heterocitos intercalares tuvo filamentos de longitud variable
(llegando a ser largos), y una biomasa similar a la alcanzada en situaciones de alta
disponibilidad de nitrgeno. La posicién del heterocito en el filamento también mostrd
efectos sobre el desarrollo de los mismos. La especie con heterocitos intercalares presento
heterocitos s6lo en los escenarios de ausencia de nitrégeno aportado, como era de
esperarse. En cambio, la especie con heterocitos terminales los desarrollé en todos los
escenarios, incluso en disponibilidad de nitr6geno, cuando no se registro fijacion de
nitrégeno. Sin embargo, en las condiciones de fijacion de nitrégeno la proporcién de
heterocitos del total de células fue mayor que en situaciones de alta disponibilidad, por lo
gue esta proporcion resulta un indicador de la fijacion mas adecuado que la presencia o la

densidad de heterocitos (ya que esta Gltima varia con la biomasa). Es posible que en
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Cylindrospermopsis otros factores influyan en la diferenciacion de heterocitos, o bien se
trate de un rasgo constitutivo para esta especie. También se observaron diferencias entre
especies con heterocitos intercalares versus terminales en las tasas de crecimiento
recolectadas, con los mayores valores para la especie con heterocitos terminales. Seria
interesante evaluar estas respuestas de fijacion de nitrégeno, presencia de heterocito,
longitud del filamento y tasa de crecimiento en el género Anabaenopsis, ya que a lo largo

de su ciclo de vida los heterocitos se encuentran en ambas posiciones.

La posicion del heterocito en el filamento condiciona las respuestas a la limitacion
de nitrogeno, e influiria en las condiciones ambientales de nutrientes en que las especies
podrian desarrollarse (Figura D.1). Las especies de Nostocales registradas en el ambiente,
que desarrollaban heterocitos intercalares, se desarrollaron mejor a altas concentraciones de
nitrégeno. En cambio, la especie con heterocitos intercalares en el experimento alcanz6 una
biomasa similar en todos los escenarios de nitrégeno, aunque la disponibilidad de fésforo
influyo en la tasa de fijacion de nitrégeno. Tanto en el experimento como a campo, la
proporcion de heterocitos fue mayor en escenarios de baja disponibilidad de nitrégeno y
alta disponibilidad de fosforo, segin lo esperado. En el caso de la especie con heterocitos
terminales, no fue posible comparar con resultados a campo la preferencia por alta
disponibilidad de nitr6geno que se observo en el experimento. Sin embargo, en base a la
bibliografia se observa un mayor desarrollo de biomasa de esta especie o preferencia de

ambientes con nitrégeno disponible (Dolman et al. 2012, Burford et al. 2016).

Si bien la fijacion de nitrégeno constituye una ventaja adaptativa en escenarios
naturales de limitacion de nitrégeno, los resultados a campo podrian cuestionar esta

aseveracion, al menos en cuanto a la magnitud (biomasa) de las floraciones. A pesar de que
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el alto costo energético de la fijacion de nitr6geno podria determinar una menor biomasa en
escenarios de limitacion de nitrégeno, no se encontrd en la revision bibliogréfica la
esperada relacion inversa entre la fijacion de nitrdgeno y la tasa de crecimiento, aunque los
datos disponibles fueron escasos. Estos resultados estan en desacuerdo con lo encontrado

por otros autores a nivel especifico (Zevenboom et al. 1981, Kenesi et al. 2009).

Es particularmente imperativo entender los procesos que expliquen la distribucion
de una de las principales especies con heterocitos terminales, Cylindrospermopsis
raciborskii, por su capacidad invasiva (Padisak 1997, Sinha et al. 2012). Los resultados de
la tesis coinciden con varios estudios en que esta especie es mas abundante en ambientes
con alta disponibilidad de nitrogeno (Dolman et al. 2012, Kokocinski y Soininen 2012,
Burford et al. 2016), por lo que la fijacion de nitrégeno no seria una gran ventaja para estos
organismos. Ademas hay otros factores que no han sido considerados en esta tesis que
influyen sobre su éxito, como la temperatura, la luz y su capacidad de aclimatacion (Bonilla

et al. 2016).

Los procesos de germinacion y reclutamiento también podrian influir sobre la
distribucion y desempefio de las especies en el ambiente, aunque no han sido estudiados en
profundidad (en comparacién con los estudios planctonicos). A partir del estudio de los
sedimentos de un cuerpo de agua somero que sufria recurrentemente floraciones de
cianobacterias Nostocales, se observd germinacion sin aporte de nitrégeno en el medio, al
igual que en los resultados de Perez et al. (2018). Esto podria sugerir que la reserva de
nitrégeno interna o la disponibilidad de este nutriente en los sedimentos son suficientes

para iniciar la germinacion. Por lo tanto, estos resultados indican que seria posible el
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reclutamiento de un cuerpo de agua con limitacién de nitrégeno, facilitado por el desarrollo

de heterocitos en los primeros estadios del ciclo de vida.

El rasgo morfoldgico de la posicion de la acineta respecto al heterocito podria tener
un efecto en el contenido de nitrogeno de la acineta, y posiblemente sobre la germinacion
(Figura 1) y en las primeras instancias del reclutamiento. Sin embargo, en base a los
resultados obtenidos experimentalmente, no queda del todo clara la existencia o no de un
rol ecoldgico de la posicion de la acineta durante las primeras fases del ciclo de vida y mas
estudios serian necesarios para explorar esta posible relacion. En los estudios realizados en
esta tesis, el factor mas importante para la germinacion parecié mas asociado al tamario del
indculo de acinetas en los sedimentos (mayor indculo, mayor abundancia de las especies)

gue con los escenarios de nutrientes donde se reclutaron.

A pesar de la dificultad de estudio de acinetas individuales en los sedimentos, se
logré caracterizar a la mayoria de las especies de Nostocales que representaron la historia
del cuerpo de agua. La utilizacion de las caracteristicas morfoldgicas de las acinetas
individuales permitié una identificacion taxondémica aproximada con el uso de la tabla de
rasgos morfoldgicos recopilados (Anexo 1), por lo que esta metodologia permitiria predecir
la identidad de las floraciones, al poder caracterizar tanto la composicién como la

abundancia (sobre todo de las especies mas abundantes).

Estrategias de manejo

Shimoda y Arhonditsis (2016) remarcaron el desafio que constituye conseguir

mejores herramientas de modelos de alerta temprana para controlar las floraciones de
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cianobacterias. Los autores sugirieron que para ello es necesaria la incorporacion de mayor
complejidad en los modelos de grupos funcionales, tal como la asociacién de los procesos
fisioldgicos con caracteristicas morfoldgicas especificas. Los datos recopilados de la
totalidad de las especies de Nostocales plancténicas descriptas (86 especies, Anexo 1)
podrén contribuir a mejorar los modelos actuales, a mejorar la clasificacion de las especies
en los grupos funcionales (en base de los rasgos morfologicos) y a la identificacion

taxonomica de las especies.

La utilizacion del enfoque de los rasgos ecologicos permite identificar las
caracteristicas de los organismos que le confieren ventaja antes ciertas condiciones
ambientales, para implementar las acciones de control (Mantzouki et al. 2016). Dada la
heterogeneidad del grupo Nostocales, es probable que las estrategias de manejo deban ser
diferentes segun la especie o las estrategias eco-fisioldgicas (por ej., si forma floraciones

dispersivas o acumulativas).

A nivel general, lo principal en la gestion de un cuerpo de agua para prevenir las
floraciones de cianobacterias es en primer lugar regular el ingreso de nutrientes, eliminando
las descargas directas o puntuales y disminuyendo las descargas indirectas o difusas
(Mantzouki et al. 2016). Como se ha visto en esta tesis, las floraciones de Nostocales suelen
desarrollar grandes biomasas cuando hay alta disponibilidad de nutrientes, lo que reafirma
el riesgo de la eutrofizacion de los cuerpos de agua. En dichos escenarios las floraciones
alcanzarian gran biomasa y habria ausencia de fijacion del nitrégeno, pero podrian ser
relevantes otros rasgos que no han sido considerados en esta tesis, como la toxicidad. Por
ejemplo, las altas concentraciones de nutrientes en el ambiente podrian regular y elevar la

toxicidad de las floraciones (Gobler et al. 2016). Ademas, en el caso de las floraciones de

132



Discusion general

especies con heterocitos intercalares habria que considerar principalmente el aporte de
fésforo, mientras que en la especie con heterocitos terminales deberia prestarse particular

atencion al aporte de nitrogeno (Figura 1).

Por otro lado, en caso de ser posible, puede aplicarse (idealmente en conjunto con el
control de nutrientes) manejo hidrologico del cuerpo de agua para controlar/mitigar las
floraciones. EI manejo hidroldgico supone, por un lado, la disrupcién de la estratificacion
térmica persistente, para influir sobre los rasgos relacionados a la regulacion de la
flotabilidad y por lo tanto, de adquisicién de luz y nutrientes. Asi, mediante la mezcla
artificial puede cambiarse la disponibilidad de luz, para aplicarse en el caso de las especies
con floraciones de estrategia acumulativa (Mantzouki et al. 2016). Por otro lado, puede
regularse el flujo para diluir la floracion y disminuir el tiempo de residencia, ya que como
se ha descripto en esta tesis, la tasa maxima de crecimiento promedio de las Nostocales es
baja (0,48 d1). De esta manera se desfavorece el establecimiento/permanencia de las
floraciones, Mantzouki et al. (2016) sugiere dicha estrategia especialmente en el caso de las

floraciones dispersivas, como las de Cylindrospermopsis raciborskii.

A su vez, en todos los casos es necesario considerar los sedimentos, ya que poseen
la potencialidad de generar nuevas poblaciones abundantes, e integran las floraciones

pasadas y las futuras.

En Argentina, un reciente meta-analisis de la situacion de las cianobacterias pone en
evidencia que las Nostocales estan presentes en el 82,4% de las floraciones de
cianobacterias registradas en el pais (O’Farrell et al. 2019). Debido a factores de accion
global, como el cambio climatico, y locales, como el aporte de nutrientes externos y la
deforestacion productos de la agricultura industrial intensiva, es de esperar que el problema
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de las floraciones de cianobacterias se intensifique. Por lo tanto, es de vital importancia que
este grupo reciba atencion, evaluando las necesidades y estrategias de las Nostocales que

difieren del resto de las cianobacterias y entre las especies del grupo.

Esta tesis constituye un aporte relevante para comprender la heterogeneidad del
grupo de las Nostocales planctonicas, aumentar la comprension de los factores que

determinan su desarrollo, y elaborar estrategias de prediccién y mitigacion.
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Figura D.1. Esquema general con los rasgos ecoldgicos de las cianobacterias Nostocales
estudiados en esta tesis. Los rasgos morfoldgicos influyen sobre los rasgos fisioldgicos, que
pueden determinar (flechas gruesas) las caracteristicas ecoldgicas del grupo. Las flechas naranjas
corresponden a las especies con heterocitos intercalares y las rosas corresponden a las especies

con heterocitos terminales.
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Consideraciones finales

En base a los resultados obtenidos en esta tesis se obtuvieron las siguientes conclusiones:

e Respecto a lo planteado en la hipotesis 1, solo los heterocitos mantuvieron el
tamarfio de las células vegetativas, ya que las acinetas fueron significativamente
mayores.

e En concordancia con la hip6tesis 2, cada tipo de célula tuvo una forma celular
predominante: las células vegetativas fueron mayormente cilindricas, los heterocitos
esféricos y las acinetas ovaladas.

e No se encontrd una relacién inversa entre la fijacion de nitrogeno atmosférico y la
tasa maxima de crecimiento para el grupo de las Nostocales planctonicas, por lo que
no se pudo corroborar la hipotesis 3.

e En condiciones experimentales con ausencia de nitrogeno, la especie con
heterocitos terminales (Cylindrospermopsis raciborskii) alcanzé menor biomasa,
menor tasa de fijacién y menor requerimiento de fosforo que la especie con
heterocitos intercales (Dolichospermum flos-aquae). Estos resultados coinciden con
lo esperado en las hipotesis 4,6y 7.

e Asuvez, en condiciones experimentales la especie con heterocitos terminales
desarroll6 filamentos mas cortos en ausencia de nitrégeno que en disponibilidad, al
igual que se planted en la hipétesis 5.

e En el ambiente se corroboré la hipotesis 8, ya que las floraciones de Nostocales
planctonicas alcanzaron alta proporcion n° heterocitos/n° células vegetativas en baja

disponibilidad de nitrogeno total y alta disponibilidad de fosforo total.
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e En el ambiente, las floraciones de especies con heterocitos intercalares alcanzaron
mayor biomasa a altas concentraciones de nitrogeno total. Este resultado no
coincidid con los resultados experimentales, donde la biomasa de la especie con
heterocitos intercalares se desarroll6 de manera similar en ausencia y en
disponibilidad de nitrogeno. Por lo tanto, no se corroboro la hipdtesis 9.

¢ No fue posible evaluar en el ambiente si las floraciones de las especies con
heterocitos terminales alcanzan menor biomasa a bajas concentraciones de
nitrégeno total (hipdtesis 10), debido al escaso desarrollo de Cylindrospermopsis
raciborskii durante el periodo de muestreo.

e En condiciones experimentales de ausencia de nitrogeno, la mayor densidad de
filamentos reclutados luego de la germinacion correspondio a las especies con
acinetas adyacentes al heterocito, segun lo planteado por la hipétesis 11. Sin
embargo, no esta claro si se debi6 a un efecto del nitrégeno interno de la acineta o a
la mayor densidad de acinetas de las especies con acinetas adyacentes.

e En condiciones experimentales de disponibilidad de nitrégeno, la mayor densidad
de filamentos reclutados luego de la germinacién correspondié a las especies con
mayor densidad de acinetas en los sedimentos. Sin embargo, las especies mas
abundantes en los sedimentos fueron las mas abundantes en el plancton en todos los
escenarios de nutrientes ensayados. Por lo cual no se puede corroborar en su

totalidad la hipotesis 12.
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Anexo 1: patos morfoldgicos recopilados de Komarek (2013). Las medidas de

volumen se expresan en pm?. CV: célula vegetativa, Het: heterocito, Ac: acineta.

Especies Forma | Volumen Forma Volumen Forma Ac Volumen | Posicion Ac-
Cv Cv Het Het Ac Het
Anabaena elliptica ovalada 359,0 ovalada 165,8 Ovalada 2451,8 Distante
A. levanderi cilindrica 431,8 ovalada 302,6 ovalada 22147 Distante
A. tenericaulis cilindrica 33,1 cilindrica 38,9 cilindrica 711,9 Distante
A. miniata cilindrica 15,1 cilindrica 23,6 cilindrica 54,0 Distante
A. abnormis cilindrica 1254 ovalada 62,8 esférica 1287,6 Distante
iﬁii?sgfopnsiiis cilindrica | 75,9 ovalada 1412 | cilindrica | 76,9 Adyacente
A. tanganyikae cilindrica 39,5 ovalada 51,5 ovalada 182,1 Adyacente
A. circularis cilindrica 157,9 ovalada 118,8 ovalada 150,4 Adyacente
A. hungarica cilindrica 36,8 esférica 10,9 ovalada 454 Adyacente
A. nadsonii ovalada 44.6 esférica 32,3 ovalada 186,5 Adyacente
A. elenkinii ovalada 85,0 esférica 65,4 ovalada 515,0 Adyacente
A. milleri cilindrica 211,4 esférica 124,7 ovalada 318,4 Adyacente
A. arnoldii ovalada 178,8 esférica 250,7 ovalada 918,2 Adyacente
A. knipowitschii esférica 143,7 esférica 523,3 ovalada 1205,8 Adyacente
A. doliiformis esférica 160,9 esférica 134,0 ovalada 1370,9 Adyacente
A. magna cilindrica 584,1 esférica 1231,2 ovalada 1931,1 Adyacente
Aphanizomenon | s | 293 ovalada 46,1 cilindrica | 212, Distante
gracile
A. skujae cilindrica 38,1 cilindrica 51,5 cilindrica 290,2 Distante
A. flos-aquae cilindrica 2429 cilindrica 500,7 cilindrica 7200,6 Distante
A. klebahnii cilindrica 108,7 ovalada 85,0 cilindrica 1569,1 Distante
A. yezoense cilindrica 46,3 cilindrica 76,2 cilindrica 1131,8 Distante
A. flexuosum cilindrica 442 cilindrica 80,6 cilindrica 556,5 Distante
A. paraflexuosum cilindrica 79,2 cilindrica 102,1 cilindrica 2085,2 Distante
A. platense cilindrica 94,2 cilindrica 1771 cilindrica 402,3 Distante
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Especies Forma | Volumen Forma Volumen Forma Ac Volumen | Posicion Ac-
Ccv Ccv Het Het Ac Het
C:\leiz:?)?:?nm cilindrica 119,1 ovalada 215,8 ovalada 2009,8 Distante
Chr. bergii cilindrica 226,1 esférica 3944 ovalada 2649,4 Distante
Chr. minor cilindrica 69,5 esférica 93,1 ovalada 1092,7 Distante
An,/Chr. minderi cilindrica 63,8 esférica 187,3 ovalada 1826,8 Distante
Egj&fﬁ;:;g: cilindrica 29,4 cilindrica 41,5 cilindrica 107,8 Distante
C. elenkinii cilindrica 148,9 cilindrica 148,9 cilindrica 469,0 Distante
C. tropicalis cilindrica 55,3 ovalada ovalada 182,1 Adyacente
Cylindrgspermppsis cilindrica 27,5 ovalada 38,3 cilindrica 166,4 Ambas
raciborskii
C. acuminato-crispa | cilindrica 294 ovalada 26,2 cilindrica 170,1 Adyacente
C. africana cilindrica 32,0 cilindrica 31,6 cilindrica 95,4
C. gangetica cilindrica 26,8 cilindrica cilindrica 328,9 Ambas
Dolichospermum - - .
compacturm esférica 477 esférica 99,5 ovalada 4843 Distante
D. flos-aquae esférica 87,1 esférica 170,1 cilindrica 1500,3 Distante
D. circinale esférica 3214 esférica 605,8 ovalada 4069,4 Distante
D. perturbatum esférica 267,9 esférica 267,9 ovalada 1119,9 Distante
D. spiroides esférica 143,7 esférica 2939 ovalada 1238,9 Distante
D. crassum esférica 584,4 esférica 816,9 ovalada 5384,3 Distante
D. ellipsoides ovalada 217,0 esférica 293,9 cilindrica 2313,3 Distante
D. curvum esférica 267,9 esférica 3214 cilindrica 3134,0 Distante
D. berezowskii esférica 99,5 esférica cilindrica 1687,8 Distante
D. mucosum esférica 321,4 esférica 179,5 esférica 5201,1 Distante
D. sigmoideum cilindrica 60,1 ovalada 66,2 cilindrica 861,4 Distante
D. mendotae cilindrica 64,9 ovalada 129,8 cilindrica 786,5 Distante
D. farciminiforme cilindrica 216,9 esférica 270,5 cilindrica 1277,1 Distante
D. longicellulare cilindrica 184,0 esférica 87,1 ovalada 495,9 Distante
D. lemmermannii cilindrica 145,7 esférica 123,2 ovalada 817,9 Adyacente
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Especies Forma | Volumen Forma Volumen Forma Ac Volumen | Posicion Ac-
Ccv Ccv Het Het Ac Het
D. skujae-laxum ovalada 146,4 ovalada 79,2 cilindrica 1469,3 Adyacente
D. delicatulum cilindrica 55,2 esférica 47,7 ovalada 287,4 Distante
D. halbfassii ovalada 38,5 ovalada 63,6 cilindrica 353,3 Distante
D. heterosporum esférica 87,1 esférica 143,7 cilindrica 1729,8 Ambas
D. viguieri esférica 120,3 esférica 127,8 ovalada 2074,5 Distante
D. danicum ovalada 160,1 esférica 199,4 ovalada 2251,6 Distante
D. solitarium ovalada 329,5 esférica 4142 cilindrica 4311,6 Distante
D. macrosporum ovalada 129,8 esférica 267,9 ovalada 3483,3 Distante
D. zinserlingii esférica 134,0 esférica 273,0 cilindrica 2090,1 Adyacente
D. planctonicum cilindrica 4423 esférica 950,3 ovalada 3061,5 Distante
D. smithii cilindrica 507,8 esférica 904,3 esférica 4508,6 Distante
D. affine esférica 81,3 esférica 143,7 ovalada 1321,8 Distante
D. akankoense esférica 225,2 esférica 225,2 cilindrica 3646,2 Distante
D. bituri esférica 25,4 esférica 29,9 cilindrica 168,3 Distante
D. caspicum esférica 523,3 esférica 523,3 ovalada 1760,5 Distante
D. fuscum esférica 113,0 esférica 113,0 cilindrica 2161,9 Distante
D. nygaardii esférica 99,5 esférica 160,9 ovalada 937,6 Distante
D. pseudocompactum esférica 87,1 esférica 87,1 ovalada 880,9 Distante
D. arcticum esférica 3815 ovalada 466,3 ovalada 4287,1 Ambas
D. citrisporum ovalada 267,4 esférica 341,7 ovalada 3863,2 Distante
D. jacuticum cilindrica 281,9 esférica 267,9 cilindrica 3418,6 Adyacente
D. maximum cilindrica 833,0 esférica 605,8 ovalada 4305,6 Distante
D. nathii esférica 1471 esférica 310,2 ovalada 770,9 Adyacente
Nodularia baltica cilindrica 50,0 cilindrica 60,1 ovalada 136,6 Distante
N. spumigena cilindrica 66,4 ovalada 107,3 ovalada 406,2 Distante
N. litorea cilindrica 91,8 cilindrica 307,7 ovalada 485,7 Distante
Raphidiopsis cilindrica 147 cilindrica 130,9

mediterranea
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Especies Forma | Volumen Forma Volumen Forma Ac Volumen | Posicion Ac-
P cv cv Het Het Ac Het
R. brookii cilindrica 82,8 cilindrica 149,0
R. curvata cilindrica 53,9 cilindrica 212,1
R. indica cilindrica 58,5 ovalada 59,3
R. sinensis cilindrica 17,0 cilindrica 59,6
Sphaero_spermopsw cilindrica 103,3 ovalada 102,6 esférica 500,1 Adyacente
reniformis
Sph. e - -
. . cilindrica 60,3 esférica 99,5 esférica 597,2 Adyacente
aphanizomenoides
Sph. kisseleviana esférica 179,5 esférica 350,6 esférica 2571,1 Adyacente
Sph. oumiana esférica 110,2 esférica 283,3 esférica 696,6 Adyacente
Sph. torques-reginae | esférica 147,1 esférica 283,3 esférica 962,0 Adyacente
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ANEXO 2: Tasas maximas de crecimiento recopiladas de la bibliografia, y condiciones experimentales en que fueron obtenidas. Se
indica el valor obtenido experimentalmente, y los valores estandarizados a 24 y 12hs de luz siguiendo la metodologia de Bruggeman (2011).

pcon N (dia 1) U en fijacion de N (dia %)
. Foto- - T° - Estimador de .
Especies P Irradiancia o Referencias . Cultivo
P periodo coy | VAo | oans | 12ns | VA | oans |12 biomasa
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Anabaena cf, de Tezanos .
minderi L:D (16:8) f0>t ozr?eos %1@05'_1 200 | 0710 1,065 | 0533 Pinto y [;ﬁ';f#li‘:o‘ie Batch
Otamendi Litchman 2010b
Anabaenopsis
elenkinii . . 80-100 pmol Santos et al. Densidad
CCIBTL059 LD(212) | forones mzst | 220 0,259 2011 celular Batch
pH 7
An:ﬁe?mi?r?ﬁgs L:D (15:9) 100 pmol 222 | 0620 | 0992 | 049 Moisander etal. | )0 fila
NEL : : fotones m?2s? 25 ' ' ' 2002
Aphanizomenon
flos-aquae (Lough L:D (6:18) 100-3300 Ix 20,0 0,269 1,076 0,538 Foy etal. 1976 | Densidad dptica
Neagh)
Aphanizomenon -
flos-aquae cepa 1 L:D (6:18) 50 ME m2s? 20 0,214 0,856 0,428 Fitzsimons y Densidad optica
- +1 Smith 1984
bacterizada
Aphanizomenon 20 Fitzsimons
flos-aquae cepa 2 L:D (6:18) 50 HJE m? st 0,182 0,728 0,364 > y Densidad optica
N +1 Smith 1984
bacterizada
Aphanizomenon Zevenboom
flos-aquae Continuo 50 W m’2 20,0 0,700 0,700 0,350 y Quimiostato
_ Mur 1980
Brielse Meer
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

- 0 .
Especies tho Irradiancia T Referencias Estl_mador de Cultivo
periodo (°C) valor vValor biomasa
. 24hs 12hs . 24hs 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Aphanizomenon 20 +
flos-aquae Continuo 60 UE m?s? 0 5‘ 0,787 0,787 0,394 Foy 1980 Densidad optica Batch
FBA L211 '
Aphanizomenon 20+
flos-aquae Continuo 60 UE m?s? 0 5‘ 0,759 0,759 0,380 Foy 1980 Densidad optica Batch
FBA L218 '
Aphanizomenon 20+
flos-aquae Continuo 60 UE m2s? 0 5‘ 0,759 0,759 0,380 Foy 1980 Densidad 6ptica Batch
Lough Neagh '
Aphanizomenon
flos-aquae aislada Continuo >20 W m2 2(11 0,600 0,6 0,300 Ze\znkl)ggT et Continuo
lago Brielse Meer '
Aphanizomenon . . 150 pmol 20+ de Nobel et al.
flos-aquae PCC7905 L:D (12:12) fotones m? st 15 0.792 0.528 1998 Batch
Aphanizomenon 50-200 pmol Mehnert et al Semi
flos-aquae L:D (12:12) f “_2 a 20,0 0,230 ' Densidad optica -
ST115AF otones m* s 2010 continuo
Aphanizomenon . . 50-200 pmol Mehnert et al. . o Semi
flos-aquae ST86AF LD (12:12) fotones m? st 20,0 0,210 2010 Densidad optica continuos
Aphanizomenon vamamoto
flos-aquae L:D (12:12) >90 HE m?2 st 20,0 0,700 Nakahara 20g5 Fluorescencia Batch
Kyoto University
Aphanizomenon . . 50-200 pmol Mehnert et al, . - Semi
gracile L:D (12:12) fotones m2 s 20,0 0,470 2010 Densidad optica continuo
16D11
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

Especies Foto- Irradiancia r | | Referencias Estimador de Cultivo
periodo o) | Vaor | omns | 12ns | VAT | 2gns | 12hs biomasa
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Aphanizolmenon 50-200 pmol Mehnert et al . . Semi
gracile L:D (12:12) 2 o1 20,0 0,450 ' Densidad optica -
fotones m=s 2010 continuo
30D11
Aphanizomenon
gracile . . 80 pumol fotones Lirling et al. o
Heikant, Paises L:D (16:8) m2 st 25,0 0,580 0,870 0,435 2012 Clorofila-a
Bajos
Aphanizomenon de Tezanos .
gracile LD@eg) | - 200HMOl | 900 | 1000 | 1500 | 0750 Pinto y Densidad de
Otamendi Litchman 2010b
Aphanizomenon . . 50-200 pmol Mehnert et al. . - Semi
gracile ZIE23AFA L:D (12:12) fotones m? st 20,0 0,450 2010 Densidad dptica continuo
Chrysosporum .
bergii L:D (12:12) fi?éﬁgg r}:}rr;;)ll 20,0 0,350 Mehgglitoet a1 Densidad optica cosnimtjo
LIEO2AB
Chrysosporum B .
bergii L:D (12:12) fi?oig(s) #]n;cgll 20,0 0,400 Mehgglitoet al. Densidad optica cosni?;tjo
ZIE26AB
Chrysosporum LD(212) | 50puEm?st | 20,0 0,280 0320 | Hadasetal Clorofila-a
ovalisporum 2002
Lago Kinneret
Chrysosporum L:D(12:12) | 80pEm?st | 250 0,300 Cirésetal. 2011 | Densidad éptica Semi
ovalisporum continuo
UAM 290
Cylindrospermopsis | | . (12:12) 50 uqul fgtones 25,0 0,650 0,630 Sakery Neilan | oo optica
raciborskii m?s 2001
CR1
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

. Foto- . T° . Estimador de -
Especies periodo Irradiancia ) val val Referencias biomasa Cultivo
afor 24hs 12hs ator 24hs 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Cylindrospermopsis .
raciborskii L:D (12:12) 50 “qul fﬂ“’”es 25,0 0,930 0,750 Saker y Neilan Densidad optica
m<s 2001
CR2
Cylindrospermopsis .
raciborskii L:D (12:12) 50 “qul fﬂ“’”es 25,0 0,690 0,650 Saker y Neilan Densidad optica
m*s 2001
CR3
Cylindrospermopsis .
raciborskii LD (12:12) | S0 Hmolfotones | 5 0,640 o770 | SakeryNeilan | poidad 6ptica
m*s 2001
CR4
Cylindrospermopsis .
raciborskii LD (12:12) | S0Hmolfotones | 5 1,410 0870 | SakeryNeilan | o idad 6ptica
m“s 2001
CR5
Cylindrospermopsis .
raciborskii L:D (12:12) 50 uqul fﬂtones 25,0 1,200 0,890 Saker y Neilan Densidad optica
m“s 2001
CR6
Cylindrospermopsis .
raciborskii L:D (12:12) 50 um(?zl fS‘O”eS 25,0 0,710 0,860 Saker y Neilan Densidad optica
m*s 2001
CR7
Cylindrospermopsis ) Lo
raciborskii L:D (16:8) fg’t jr?fs ‘r‘n”_‘zos'_l 260 | 0600 | 0900 | 0450 P'Ccz'g'lit Al | Dpensidad éptica
MVCC14
Cylindrospermopsis ) .
raciborskii L:D (16:8) fg’t Olfei ‘;:'_‘205'_1 260 | 129 | 1935 | 0968 P'Ccz'g'lit al. Batch
MVCC19
Cylindrospermopsis i .
raciborskii LD (2:12) | 20-200umol 4 554 Mehnertetal. | hoidad optica Semi
19F6 fotones m*s 2010 continuo
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

. Foto- . T° - Estimador de -
Especies periodo Irradiancia ) val val Referencias biomasa Cultivo
afor 24hs 12hs ator 24hs 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Cylindrospermopsis Resultados .
raciborskii Hor'gollgﬁado fot:Lo?l%s“m'gIS'l 25,0 0,445 0,312 experimentales Dfﬁr;?;%?ﬁoie
2011 sin publicar
Cylindrospermopsis N .
raciborskii L:D (12:12) 50-200 “TOL 20,0 0,400 Mehnert et al. Densidad optica Semi
24G7 fotones m*s 2010 continuo
Cylindrospermopsis B .
raciborskii LD (12:12) f5° 200 umol 15 0,380 Mehggrtoet al | Dpensidad éptica Semi
26D9 otones m?s 1 continuo
Cylindrospermopsis 130 pmol 27+ Isvanovics et al
raciborskii Continuo P H 2 1 1_ 1,000 1,000 0,500 2000 ' Clorofila-a Quimiostato
ACT 9502 otones m? s
Cylindrospermopsis - 100 pmol 26+ Kenesi et al. Clorofila-a, .
raciborskii Continuo fotones m2 s 1 1,450 1,45 0,725 1,170 1,170 0,585 2009 densidad 6ptica, Quimiostato
ACT 9502 peso seco
Cylindrospermopsis 100 pmol 25+ Moore et al
raciborskii L:D (10:14) fotonesum‘z o S5 | 0367 0,881 | 0,440 o0
AWT 205/1
Cylindrospermopsis . . 80 pmol fotones Lirling et al. -
caciborekii L:D (16:8) m? st 25,0 0,740 1,110 | 0,555 2012 Clorofila-a
CIRF-01
Cylindrospermopsis . . 100 pmol 22- Moisander et al. "
raciborskii L:D (15:9) fotones m? s 25 0,800 128 0,640 2002 Clorofila-a
G
Cylindrospermopsis . . 50-200 pmol Mehnert et al. . - Semi
raciborskii L:D (12:12) fotones m?2s? 20,0 0,380 2010 Densidad optica continuo
ZIE11CR
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

. Foto- . T° - Estimador de -
Especies periodo Irradiancia ) val val Referencias biomasa Cultivo
afor 24hs 12hs ator 24hs 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Cylindrospermopsis . -
raciborskii L:D (12:12) 100 pm_ol : 25,0 0,460 Pierangelini et Densidad optica Batch
fotones m?2s? al. 2014
CS506 '
Cylindrospermopsis . -
raciborskii L:D (12:12) 100 “m_‘;' a 25,0 0,380 Pierangelini et Densidad optica Batch
fotones m*s al. 2014
CS509 '
Cylindrospermopsis . . .
raciborskii LD 12:12) | 80 “”r:]‘f‘z' Zf’l“’”es 25,0 0,600 P'e;?”gg'l'g' € | Densidad 6ptica Cosn‘im:m
NPD ’
Cylindrospermopsis . .
raciborskii LD (12:12) | (10OHMOl 1 2% 0,301 Cametro etal Densidad Batch
T3
Dolichospermum
circinale L:D (16:8) 18—4;15_931_11mol 20,0 0,700 1,050 0,525 Mcgilauzs(;gr;d et Fluorescencia Batch
(ACM13) :
Dolichospermum
circinale . . 21 20 + . -
(White Mere, L:D (14:10) 22 uEm™s 2 0,400 0,686 0,343 Fay etal. 1984 | Densidad optica Batch
Inglaterra)
Dolichospermum 20 +
circinale Continuo 60 UE m?s? 05 0,641 0,641 0,321 Foy 1980 Densidad optica Batch
FBIU '
. 0; 350; 500 -
Dolichospermum |\ .1 1410y | pmolquanta | 200 | 1077 | 1846 | 0923 Schwaderer et Densidad Batch
flos-aquae m2 st al. 2011 celular
Dolichospermum
flos-aquae L:D (6:18) 100-3300 Ix 20,0 0,351 1,404 0,702 Foy etal. 1976 | Densidad dptica

(Windermere)
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

. Foto- . T° - Estimador de -
Especies periodo Irradiancia ) val val Referencias biomasa Cultivo
afor 24hs 12hs ator 24hs 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental

Dolichospermum Resultados . .

flos-aquae hom(ilggsado a fotloc;%s“mgls‘l 25,0 0,985 0,590 experimentales Dfﬁr;?:i?ﬁoie cosnetm:]o
2006 sin publicar

Dolichospermum 20 + Fitzsimons
flos-aquae L:D (6:18) 50 ME m2s? 1 0,258 1,032 0,516 Smith 1984?, Densidad dptica
bacterizada

Dolichospermum 20+
flos-aquae Continuo 60 HE mZst 0 5‘ 0,662 0,662 0,331 Foy 1980 Densidad 6ptica Batch
FBAL256 '

Dolichospermum 20+
flos-aquae Continuo 60 UE m2s? 05 0,842 0,842 0,421 Foy 1980 Densidad optica Batch
FBAL257 '

Dolichospermum 20 +
flos-aquae Continuo 60 uE m?2s? 0 5‘ 1,000 1,000 0,500 Foy 1980 Densidad optica Batch

Indiana 1444 '

Dolichospermum 20 +

flos-aquae Continuo 60 uE m?2s? 0 5‘ 0,641 0,641 0,321 Foy 1980 Densidad optica Batch
Windermere '

Dolichospermum Resultados . -
flos-aquae Homologado 100umol 1 55 0,408 0410 | experimentales | Densidadde Semi
S a 12hs fotones m*s . . filamentos continuo

Michigan, 2011 sin publicar

Dolichospermum 20+ Rhee
flos-aquae Continuo 19Wm? 1‘ 1,180 1,18 0,590 0,950 0,950 0,475 Led 311983 Turbidostato

Ontario, Canada ederman

Dolichospermum 50-200 pmol Mehnert et al Semi

macrosporum L:D (12:12) P “_2 a1 20,0 0,190 ' Densidad optica -
ST195AS otones m*s 2010 continuo
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

. Foto- . T° - Estimador de -
Especies periodo Irradiancia ) val val Referencias biomasa Cultivo
afor 24hs 12hs ator 24hs 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Dolichospermum Boumnich et al
macrosporum L:D (15:9) 170 PE m2 st 25,0 0,630 1,008 0,504 1990 " | Densidad dptica Batch
Francia
Dolichospermum 150 umol Tsujimura
mucosum L:D (14:10) H 2 ol 26,0 0,780 1,337 0,669 ! Y Clorofila-a
fotones m*s Okubo 2003
LBRI47
Dolichospermum 20+
solitarium Continuo 60 HE mZst 05 0,497 0,497 0,249 Foy 1980 Densidad optica Batch
FBA '
Dolichospermum 20+
spiroides Continuo 60 UE m2s? 05 0,614 0,614 0,307 Foy 1980 Densidad optica Batch
FBA '
Nodularia .
spumigena L:D (15:9) 100 “mgl 1 22- 0,300 0,48 0,240 Moisander et al. Clorofila-a
fotones m=s 25 2002
FL2f
Nodularia i
spumigena L:D (15:9) 100 “mgl 4 22- 0,560 0,896 0,448 Moisander et al. Clorofila-a
fotones m?s 25 2002
UP16a
Nodularia . . 80 umol fotones Blackburn et al. .
spumigena NSOR11 L:D (18:6) m2 st 21,0 0,150 0,2 0,100 1996 Fluorescencia
Nodularia . . 80 umol fotones Blackburn et al. .
spumigena NSOR13 L:D (18:6) m2 st 21,0 0,180 0,24 0,120 1996 Fluorescencia
Nodularia . . 80 umol fotones Blackburn et al. .
spumigena NSPHO2 L:D (18:6) m2 st 21,0 0,150 0,2 0,100 1996 Fluorescencia
Nodularia LD (18:6) | BOMmolfotones | o0 | 5250 | 0203 | 0147 Blackbunetal. | o rocconcia

spumigena NSPHO5

m?2sg?t

1996
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pcon N (dia %)

u en fijacion de N (dia %)

. Foto- - T® . Estimador de .
Especies perfodo Irradiancia ) Val val Referencias biomasa Cultivo
a0T 1 24hs | 12hs a0 1 24hs | 12hs
experi- experi-
luz luz luz luz
mental mental
Nodularia . . 80 umol fotones Blackburn et al. .
spumigena NSLAO1 L:D (18:6) m2 st 21,0 0,260 0,347 0,173 1996 Fluorescencia
Nodularia . . 80 umol fotones Blackburn et al. .
spumigena NSLAQ2 L:D (18:6) m? st 21,0 0,170 0,227 0,113 1996 Fluorescencia
Sphaerospermopsis )
aphanizomenoides | L:D(15:9) | 12450Mmol | o5o | 09s0 | 1568 | 0,784 Sabour etal. | poncidad optica
m<s 2009
Lago Oued Mellah
Sphaerospermopsis N .
aphanizomenoides L:D (12:12) 50-200 pp;o_ll 20,0 0,520 Mehnert et al. Densidad optica SeT“'
fotones m=s 2010 continuo
22C4-9
Sphaerospermopsis i .
aphanizomenoides L:D (12:12) 50-200 “To!l 20,0 0,490 Mehnert et al. Densidad optica Semi
fotones m?s 2010 continuo
22F6-1
Sphaerospermopsis ) .
aphanizomenoides | L:D (15:9) 100 umol ) 22 0880 | 1408 | 0,704 Moisanderetal. | oo ofilaq
fotones m?s 25 2002
AnaM17
Sphaerospermopsis de Tezanos .
torques-reginae L:D (16:8) f0>t Ozr?e% *[:1”_“205'_1 200 | 0320 0480 | 0,240 Pinto y I?‘ﬁg?q%i?oie
Otamendi Litchman 2010
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