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Factores que determinan la composiciéon y abundancia del
picoplancton autotréfico en las lagunas pampeanas

RESUMEN GENERAL

Los organismos planctonicos fotosintéticos <2um, o picoplancton fototréfico (PPP),
juegan un papel fundamental en la trama troéfica microbiana acuatica, y pueden
llegar a representar una fraccion muy significativa de la biomasa y la produccién
primaria total. En esta Tesis nos enfocamos en estudiar la relevancia de la luz, la
temperatura y la depredacién como determinantes de la composicién y abundancia
del PPP. En el Capitulo | se evaluaron los patrones de presencia y abundancia de
los distintos componentes del picoplancton a nivel global principalmente en funcion
del grado trofico, la latitud y la calidad de luz, y se comparo con lo observado en
lagunas de la region pampeana. En el Capitulo 1l se describe el aislamiento y
caracterizacion de tres cepas de algas picoeucariotas. Ademas, se compararon las
tasas de crecimiento de una de estas cepas con la de una picocianobacteria también
aislada de la laguna Chascomus. Estas cepas fueron sometidas a distintas
condiciones de temperatura e intensidad luminica, con el objetivo de dilucidar en
gué medida las diferencias en estas condiciones pueden explicar el patrén espacio-
temporal observado usualmente en esta laguna. En el Capitulo Il se estimaron las
tasas de depredacion de claddceros y rotiferos sobre cultivos de picocianobacterias,
como asi también se demostrd que diferentes depredadores pueden inducir la
agregacion de picocianobacterias unicelulares, sin necesidad de contacto directo.
Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis contribuyen a comprender en
gué medida factores tales como el grado tréfico, la luz, la temperatura y la
depredacion afectan la estructura y la dinamica del PPP en cuerpos de agua
continentales, en particular en las lagunas pampeanas. Asimismo, aporta nuevas

evidencias sobre la capacidad de agregacion de las picocianobacterias.

Palabras clave: picoplancton autotréfico; picocianobacterias; resistencia a
depredacion; agregacion; lagos eutroficos someros; tasas de crecimiento; patrones

globales.



Factors that determine the composition and abundance of
autotrophic picoplankton in Pampean shallow lakes

ABSTRACT

The photosynthetic planktonic organisms <2um, or phototrophic picoplankton (PPP),
play a fundamental role in the microbial food web of aquatic systems, and represent
a significant fraction of the total biomass and primary production. In this Thesis we
focused the analyses in the relevance of factors such as light, temperature and
predation as drivers of the composition and abundance of the PPP. In Chapter | the
patterns of presence and abundance of the different components of picoplankton
were evaluated at a global scale, mainly regarding the trophic degree, latitude and
light quality, and compared with what was observed in Pampean lakes. Chapter Il
describes the isolation and characterization of three strains of picoeukaryotic algae.
In addition, the growth rates of one picoeukaryotic strain and one picocyanobacterial
strain previously isolated from Chascomus, were experimentally evaluated. These
strains were studied under different conditions of temperature and light intensity with
the aim of elucidating to what extent differences in these conditions explain the
spatiotemporal pattern usually observed in this shallow lake. In Chapter Il we
estimated the predation rates of cladocerans and rotifers on picocyanobacteria
cultures, and it was also demonstrated that different predators can induce the
aggregation of unicellular picocyanobacteria, without the need for direct contact. The
results obtained in the framework of this Thesis contribute to understand to what
extent factors such as trophic degree, light, temperature and predation affect the
structure and dynamics of the PPP in continental fresh water bodies, particularly in
the Pampas shallow lakes. Likewise, it provides new evidence on the aggregation

capacity of picocyanobacteria.



Keywords: autotrophic picoplankton; picocyanobacteria; resistance to predation;

aggregation; eutrophic shallow lakes; growth rates; global patterns.
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La estructura tréfica de una comunidad hace referencia a diferentes vias por
las cuales la energia es transferida y los nutrientes son ciclados a través de todos
los niveles tréficos de la comunidad (Wetzel, 2001). En los sistemas acuaticos los
microorganismos juegan un papel central en la captacién y transferencia de materia

y energia a través de las tramas trofica.

Tradicionalmente, la vision mas antigua de las cadenas tréficas, sugeria que
la base estaba representada por el fitoplancton, el cual era consumido por los
consumidores primarios como el zooplancton, mientras que los consumidores
secundarios y terciarios serian los organismos mas grandes como los peces que se
alimentaban del zooplancton, formando asi una cadena lineal. En este esquema,
los microorganismos tales como las bacterias eran consideradas simplemente
remineralizadoras, encargadas de convertir la materia organica en inorganica y

reciclar los nutrientes (Pomeroy, 1974).

Durante la década del 80’, los microorganismos tomaron relevancia como
grandes activadores de energia y materiales a causa de su alta tasa metabdlica por
unidad de area (Pomeroy, 1984). Azam et al. (1983) introducen el concepto del
bucle microbiano (microbial loop) a través del cual, cantidades significativas de
materia organica disuelta (MOD) son producidas o procesadas a través de
organismos procariotas y eucariotas muy pequefios. La MOD liberada al medio por
las algas o a través de la digestion, defecacion y excrecion a lo largo de toda la
trama trofica (Webb & Johannes, 1967, Corner & Davies, 1971), es aprovechada
por las bacterias de vida libre que la consumen y de esta forma es reincorporada a
la trama tréfica, la cual de otra forma se perderia (Fuhrman, 1992; Williams &
Ducklow, 2019). Los flagelados heterétrofos depredan sobre bacterias heterétrofas
(BH), los que a su vez son consumidos por los ciliados y zooplancton de pequefio

tamafo. De esta forma se demostré que gran parte del carbono y otros nutrientes,
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originalmente capturados en forma disuelta, fluyen a través de esta via heterotrofica
y se reincorporan en la red trofica distribuyéndose hacia los niveles troficos
superiores, llegando finalmente a los peces (Fig. 1). Mas recientemente, se
demostré que los virus también son relevantes como otro mecanismo de liberacién
de MOD, mediante la lisis viral de bacterias heterotroficas y cianobacterias
pequefias denominado viral shunt o desviacion viral (Wilhelm & Matteson, 2008). La
comunidad plancténica a menudo es clasificada por tamafio o por el tamafio del
poro de la red que se usa para recolectar una muestra de agua. La clasificacion
sugerida por Sieburth et al. (1978) es la mas utilizada actualmente, y divide a los
organismos plancténicos de manera logaritmica en diferentes categorias:
picoplancton, células de 0,2-2,0 um de diametro; nanoplancton, células de 2,0 a 20
pm de diametro, y microplancton, células de 20-200 um de diametro (Porter et al.,
1985) (Fig. 1).
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Figura 1. Diagrama de la red tréfica actual y clasificacion de Sieburth et al. (1978)
(Izquierda). PPP: picoplancton autotréfico, BH: bacterias heterétrofas, FA:

Flagelados autotrofos, FH: Flagelados heterotrofos.

Dentro del fitoplancton, el picoplancton fotosintético (o PPP, por sus siglas en
ingles photosynthetic picoplankton) es la fraccibn mas pequefia. Estos
microorganismos son ubicuos, se encuentran en todo tipo de cuerpos de agua tanto
marinos como continentales y de estado tréfico variable (Stockner & Antia, 1986,
Stockner, 1991; Somogyi et al., 2009; Peltomaa & Ojala, 2012; Callieri, 2017; Callieri
et al., 2022), y son responsables de una gran parte de la fijacion del carbono
realizado por el fitoplancton. Algunas estimaciones sugieren que entre el 50 y el
70% del carbono fijado por el fitoplancton anualmente a nivel mundial es atribuido a
estos microorganismos, presentando en algunos casos contribuciones de hasta el
90% de la biomasa fotoautotroéfica (Craig, 1984; Porter et al., 1985; Stockner & Antia,
1986; Fahnenstiel et al., 1986; Sgndergaard, 1991; Camacho et al., 2003; Callieri,
2008; Sanchez-Baracaldo et al., 2008; Camacho et al., 2009; Callieri, 2017).
Ademas, debido a su pequefio tamafo, el PPP es depredado por los mismos

depredadores que las BH (Porter et al., 1985).

El PPP esta compuesto por cianobacterias cocoides, mayormente del orden
Synechococcales (picocianobacterias, Pcy), y por algas eucariotas picoplanctonicas
0 picoeucariotas (Peuk). Las Pcy suelen separarse en dos grandes grupos
dependiendo de su composicion pigmentaria, pudiéndose diferenciar aquellas que
tienen como pigmento accesorio dominante la ficoeritrina (PE-Pcy) o aquellas ricas
en ficocianina (PC-Pcy) (Callieri, 2008). Ademas, en los océanos tropicales y
subtropicales se pueden encontrar Prochlorococcus que corresponde a un género
de cianobacterias exclusivamente marinas que no poseen ficobilinas, y que
presentan otros pigmentos accesorios como la divinil clorofila-a y -b (Biller et al.,

2015). Las Peuk son un grupo heterogéneo que abarcan diferentes linajes de
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eucariotas fotosintéticos, tales como Trebouxiophyceae, Chlorophyceae,
Bacillariophyceae, entre otros (Stockner & Antia, 1986; Padisak et al., 1997; Raven,
1998; Diez et al., 2001; Not et al., 2004; Metz et al., 2019).

Debido a su pequefio tamafio, las algas picoplanctonicas poseen algunas
ventajas en relacion a otros organismos fitoplancténicos. Por un lado, les confiere
mayor flotabilidad ya que la velocidad de hundimiento, de acuerdo a la ley de
Stokes, es muy reducida (Reynolds, 1999). Por otro lado, son mas eficientes en la
toma de nutrientes disueltos en concentraciones muy bajas debido a su elevada
relacion superficie: volumen. Ademas, la absorcion de la luz tiende a ser mas

eficiente en células pequefias (Fogg, 1986; Raven, 1986; Weisse, 1993).

El picoplancton presenta densidades que abarcan un rango desde 102 a 108
células por mililitro. Presentando abundancias muy variables dependiendo del
ambiente y cuyos promedios rondan alrededor de 10 BH mL?, 10* Pcy mL?y 103
Peuk mL* (Weisse, 1993; Fogg, 1995; Marshall 2002; Somogyi et al., 2009; Callieri
2010; Palffy et al., 2014; Callieri 2017; Somogyi et al., 2022).

Hasta principios de la década del 80 los recuentos de microorganismos tan
pequefios como el picoplancton habian sido subestimados debido a una limitacion
metodologica. El advenimiento de técnicas como la microscopia de epifluorescencia
y la citometria de flujo, para la enumeracion de células diminutas suspendidas
permiti6 a los investigadores cuantificar de forma mas precisa estos
microorganismos, incluyendo las Pcy y Peuk (Johnson & Sieburth, 1982; Chisholm
et al., 1988; Weisse, 1993; Callieri, 2008).

La microscopia de epifluorescencia se basa en la excitacion y emision de luz
por compuestos fluorescentes (Fig. 2), tales como algunos pigmentos fotosintéticos
(e.g. clorofila-a, ficocianina, ficoeritrina), u otros colorantes utilizados para la tincién
de ciertas estructuras, como el DAPI que tifile ADN (Porter & Feig, 1980; Callieri,

2008). De esta forma, es posible identificar y cuantificar diferentes componentes del
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picoplancton en base a su composicion de pigmentos. La excitacién con luz azul,
permite observar los cloroplastos de las Peuk que fluorescen rojos debido a la
autofluorescencia de la clorofila-a. Asimismo, las PE-Pcy se observan amarillas
debido a la fluorescencia conjunta de diferentes ficobilinas con la clorofila-a, en tanto

gue las PC-Pcy se visualizan de un color rojo oscuro.

Created in BioRender.com bio

Figura 2. Esquema de funcionamiento de un microscopio de epifluorescencia.

La citometria de flujo fue desarrollada con el objetivo de hacer mas eficiente
y rapida la cuantificacion de células y microorganismos en suspension. Ademas de
cuantificar distintos tipos de células, esta técnica permite analizar diversas
propiedades celulares. El principio se basa en que las células que viajan a través
de un flujo presurizado son interceptadas por una fuente de luz y éstas dispersan la
luz y ademas emiten fluorescencia la cual es captada por diferentes detectores. Esto
permite obtener informacién sobre el tamafio de la célula y la fluorescencia emitida
ya sea por pigmentos propios de la célula (clorofila-a, ficoeritrina o ficocianina) o por
sondas fluorescentes utilizadas que se adhieren a los componentes de las células
(SybrGreen, Lysotracker, entre otros) (Gasol & Moran, 2015; Crosbie et al., 2003a).

La principal ventaja de esta técnica es que consigue analizar una gran cantidad de
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células en solo unos minutos, permitiendo asi procesar muchisimas muestras en
muy poco tiempo. Mientas que la principal desventaja radica en la poca resolucién

morfoldgica de las células contadas (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema del funcionamiento de un citbmetro. Imagen modificada de
https://www.aatbio.com/resources/assaywise/2019-8-1/fundamentals-of-flow-

cytometry.

La separacion celular o cell-sorting por citometria de flujo es una técnica que
permite seleccionar particulas individuales de interés y colectarlas en un recipiente
de recoleccion. Esto se consigue al aplicar una ligera vibracion en la boquilla que
genera microgotas regulares conteniendo una célula dentro de cada gota (Ibrahim
& van den Engh, 2007). Luego de pasar por el punto de interseccion del laser las
gotas que contienen células de la poblacion de interés son cargadas con una carga
eléctrica, posteriormente son desviadas por un campo eléctrico y finalmente son
recolectadas en un vial. El uso de esta técnica ha permitido explorar nuevos
protocolos para el aislamiento de microorganismos mediante la separacion de
poblaciones de células de un tamafio y fluorescencia especifica de una forma mas
eficiente (Davey & Kell, 1996; Kaprelyants et al., 1996; Marie et al., 2017).

El auge de la biologia molecular en la ecologia microbiana durante las ultimas
décadas permitié ahondar en la clasificacion y analisis de la diversidad del PPP,
obteniendo informacion genética directamente de muestras ambientales. En

particular, la secuenciacion de los genes que codifican para el ADN ribosomal de la
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subunidad pequefia del ribosoma, 16S para procariotas y 18S para eucariotas, ha
permitido conocer e identificar distintos clados filogenéticos que componen las
comunidades de PPP. El gen 18S ARNr estd compuesto por alrededor de 1800
nucleétidos mientras que el 16S ARNr aproximadamente por 1500. Estos genes,
gue se encuentran universalmente distribuidos en todos los organismos, presentan
regiones hipervariables de rapida evolucion y otras muy conservadas lo cual permite

identificar organismos a distintos niveles taxonémicos.

La abundancia de PPP a lo largo de un gradiente trofico

Diversos estudios muestran que la abundancia PPP tiende a aumentar a
medida que se incrementa el estado trofico. Esta tendencia fue observada tanto en
el océano (Fogg, 1986; Stockner & Antia, 1986; Stockner, 1988; Bell & Kalff, 2001),
como en grandes lagos (Caron et al., 1985; Stockner, 1988; Sgndergaard, 1990;
Callieri & Stockner, 2000), y en lagunas someras (Mdzes et al., 2006; Voros et al.,
1991, 1998; Bec et al., 2011; Somogyi et al., 2022). Stockner (1991) compil6 datos
sobre la abundancia del PPP y caracteristicas fisico-quimicas como temperatura,
nutrientes y luz, de distintos tipos de lagos estratificados de Canada, lago Baikal en
Rusia, lagos de nueva Zelanda y lagos daneses (Burns & Stockner, 1991;
S@ndergaard, 1991; Stockner & Shortreed, 1991), y observo una fuerte relacion
positiva entre la abundancia del PPP y el estado trofico (fosforo total). Mas
recientemente (Callieri, 2008) adicioné datos de lagos ultraoligotréficos patagonicos
(Callieri et al., 2007) a los originalmente recopilados por Voéros et al. (1998),
confirmando la tendencia observada hasta ese momento. Si bien existe una gran
dispersion, la abundancia promedio del PPP en ambientes mas oligotréficos fluctia
alrededor de 10* células mL%, mientras que en los ambientes mas productivos
puede llegar a 107 células mL™2. En el extremo eutréfico, sin embargo, la abundancia
es mucho mas variable pudiendo presentar valores <104 hasta >107 células mL?, es

decir que varia en mas de 3 6rdenes de magnitud.
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La contribucion del PPP a lo largo de un gradiente trofico

Mientras que la abundancia absoluta tiende a aumentar a lo largo de un
gradiente tréfico, la contribucion relativa del PPP a la biomasa total de fitoplancton
tiende a disminuir. Sgndergaard (1991) observo, en un estudio realizado en 7 lagos
daneses que representaban un gradiente tréfico (i.e. la concentracién de clorofila
varié entre 1y 600 ug L1), que la contribucién relativa del PPP fue mas elevada en
ambientes oligotroéficos, disminuyendo a medida que aumentaba la productividad en
los ambientes. A su vez, esta misma idea también fue desarrollada por diversos
autores (Bell & Kalff, 2001; Callieri, 2008; Stockner, 1991; Stockner & Antia, 1986;
Stockner & Shortreed, 1991; Vo6ros et al., 1991; Voros et al. 2009; Bec et al. 2011)
guienes observaron el mismo fenomeno de disminucion de la contribucion a la
biomasa total y a la produccion primaria a medida que aumenta el pH, la
conductividad y, en especial, el grado trofico.

La contribucion del PPP a la biomasa total de fitoplancton puede ser por lo
tanto muy variable, desde menos del 1% a mas del 50%. A modo de ejemplo, en 4
lagos de Alemania la contribucion promedio fue de 9% (Hepperle & Krienitz, 2001),
asi como Sgndergaard (1991) encontré una contribucion promedio del PPP a la
clorofila-a total de 5 a 8% en lagos meso a oligotréficos, y de manera similar para
los lagos Michigan y Huron los cuales no superaron el 8% de la contribucion a la
biomasa total (Fahnenstiel etal., 1991). Si bien la tendencia general parece
cumplirse, también se observé que en algunos ambientes muy productivos la
contribucion del PPP a la biomasa total puede ser muy elevada, llegando a 30%
(Carrick & Schelske, 1997), o inclusive superando el 50% (Voros et al., 1991).
Stockner (1991) ya sugeria hace tres décadas atras que en ambientes
extremadamente productivos y turbios la tendencia general podria revertirse. Mas
recientemente, (Somogyi et al., 2017) observaron que en el extremo eutrofico del
gradiente la importancia relativa del PPP estaria determinada por la cantidad de
material inorganico en suspensién: a concentraciones mayores a 50 mg L* la
tendencia general no se cumple, y el PPP cobra mayor relevancia de la esperada.

Estos autores hipotetizan que este comportamiento del PPP en sitios altamente
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turbios serian el resultado de la drastica disminucion de la intensidad de luz en la
columna de agua o de una reduccién en la presién de depredacion debida a la

enorme carga de particulas inorganicas en suspension.

Variacion temporal

La abundancia del PPP en lagos templados oligo-mesotréficos usualmente
presenta un patron temporal bimodal, con dos picos de maxima abundancia a lo
largo del afio relacionados con los ciclos de estratificacion y mezcla de la columna
de agua (Stockner et al., 2000). Por ejemplo, en el lago Constanza (Europa), se han
reportado incrementos en la abundancia de PPP a medida que aumenta la
temperatura del agua (Weisse & Kenter, 1991). Las PPP (dominadas generalmente
por Pcy) alcanzan su primer pico en abril (primavera), seguido de un segundo pico
en agosto (verano tardio), con un periodo intermitente de baja concentracion lo cual
se relaciona con una respuesta al exceso de pastoreo por parte del zooplancton
(Weisse, 1988; Weisse & Kenter, 1991). Este patron bimodal también fue reportado
para el lago Maggiore, algunos lagos daneses, lago Stechlin y lagos del noreste de
Inglaterra (Callieri & Piscia, 2002; Hawley & Whitton, 1991; Padisak et al., 1997;
Sendergaard, 1991; Stockner et al., 2000; Vo6ros et al., 1998; Nwosu et al., 2021),
aunque también se observo que los dos picos no siempre son claros. La variabilidad
interanual estaria relacionada con las condiciones climaticas que causan diferencias
en los regimenes de mezcla primaverales, y en la estabilidad de la columna de agua
(Weisse, 1993).

Otros estudios como los de Fahnenstiel et al. (1991) en los lagos Huron y
Michigan en Norteamérica, Pick & Agbeti (1991) en 5 lagos de oligo- a mesotroéficos
en Canada, el lago Ontario (Caron et al., 2004) y en el lago mesotrofico Biwa en
Japon (Nakano et al., 1996) reportaron sus maximos de abundancia del PPP en

verano, mostrando también una relacion directa con la temperatura.

En el caso de los lagos someros la morfometria no es un factor determinante,
sino que otros factores tales como el estado trofico (Sendergaard, 1991; Stockner,
1991), la altitud, las condiciones de oOxido-reduccion y la presencia o no de

sustancias humicas (Callieri etal.,, 2012), serian mas relevantes. En estos
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ambientes tipicamente polimicticos, se ha observado una marcada dinamica
estacional dentro del PPP, donde las Pcy predominan en épocas estivales de mayor
temperaturay las Peuk tienden a dominar en el invierno (Callieri, 2008; Mézes et al.,
2006; Somogyi etal., 2009; Voros et al. 2009). Las preferencias de las
cianobacterias por temperaturas elevadas podrian explicar este patron (Robarts &
Zohary, 1987). Mientras que la mayor abundancia de Peuk durante el inverno, segun
Somogyi et al., (2009) y Voros et al. (2009), podria sugerir que las Peuk estarian
mejor adaptadas que las Pcy a condiciones de bajas intensidades de luz y

temperatura.

En los lagos tropicales el PPP estd dominado por Pcy y presenta un patrén
estacional particular ya que siempre se encuentran en abundancias muy elevadas
(10°-108 células mL?') a lo largo de todo el afio, con pequefas variaciones
relacionadas con las épocas de lluvia o sequia tipicas de las regiones ecuatoriales
(PeStova et al., 2008; Sarmento, 2012; Sarmento et al., 2008).

PE-Pcy vs. PC-Pcy

Como se mencionod en la descripcion del PPP, las Pcy se pueden distinguir
de acuerdo a su pigmento accesorio dominante: Pcy ricas en ficoeritrina (PE) o ricas
en ficocianina (PC) (Ernst, 1991). La PE posee un pico de absorcion en ~560 nm
siendo por lo tanto muy eficiente en la absorcion de la luz verde, mientras que la PC
posee su maximo de absorcién en ~625 nm absorbiendo eficazmente la luz naranja-
roja (Callieri et al., 1996; Haverkamp et al., 2008). Como se vera mas adelante,
estas diferencias le otorgan a cada tipo de Pcy caracteristicas Unicas que les

permiten ocupar nichos ecolégicos distintos.

La composicidon espectral de la luz en los sistemas acuaticos esta
determinada por la atenuaciéon de la luz debida a la molécula de agua y a los
componentes particulados y disueltos en ella (Stomp et al.,, 2007a; Haverkamp
et al., 2008; Kirk, 1994). La reduccion de la intensidad de la luz debida a la absorcién
y refraccion de ésta se conoce como atenuacion vertical de la luz y se mide con el
coeficiente Kd, el cual si es muy alto indica que la luz es absorbida rapidamente y

el gradiente de luz vertical en el agua es mas pronunciado. En tanto que la cantidad
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de luz que pasa a través del agua se le conoce como transmision de la luz. Cada
longitud de onda penetra de manera diferente a través del agua, y por lo tanto tienen
distinto Kd, es decir, que existe una absorcién diferencial de la luz a diferentes
profundidades (Lampert & Sommer, 2007). Dentro del espectro de la luz visible o
PAR (de sus siglas en inglés Photosynthetic Active Radiation), el agua absorbe
mayormente en la regién del rojo (600-700 nm) permitiendo que las longitudes de
onda mas cortas (i.e. azul) penetren a mayor profundidad, mientras que la materia
organica disuelta (MOD) y el seston serian los responsables de la rdpida atenuacién
de longitudes de onda mas cortas (400-500 nm) permitiendo que la luz roja tenga
mayor transmision (Fig. 4). En lagos oligotréficos donde la concentracion del seston
y MOD son bajas las longitudes de onda <500 nm (azul) predominan en la columna
de agua, mientras que en lagos eutroficos donde la luz azul es rapidamente
absorbida debida a la elevada concentracion de material particulado y disuelto, las
longitudes de onda predominantes en la columna de agua son >600 nm (rojo)
(Stomp et al., 2007a) . En condiciones intermedias como la mayoria de los lagos
mesotréficos y las zonas costeras de los océanos, las longitudes de onda
predominantes en la columna de agua se encuentran alrededor de 500-600 nm

(verde-amarillo).

Ambientes Ambientes

Superficls Oligotréficos Eutréficos

100 m

Figura 4. Absorcion de luz de acuerdo al estado tréfico de distintos ambientes. El

esquema de la izquierda representa lagos oligotroficos profundos o el océano,
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mientas que el de la derecha representa lagos pocos profundos y eutréficos.
Modificado de (Stomp, 2008)

Los lagos oligotroficos claros y profundos estan dominados principalmente
por PE-Pcy (Callieri, 2008; Camacho et al., 2003; Pick, 1991; Stomp et al., 2007b;
Voros et al., 1998) como es el caso de los lagos subalpinos, el lago Baikal, o los
lagos glaciarios de la Patagonia, en donde se encontr6 que las PE-Pcy forman un
méximo de clorofila profundo o DCM (por sus siglas en ingles Deep Chlorophyll
Maximum) en la base de la zona eufética (Callieri et al., 2007; Pérez et al., 2002).
Por el contrario, las PC-Pcy dominan en lagos poco profundos y eutroficos (Callieri
et al., 1996; Mozes et al., 2006; Sommaruga & Robarts, 1997; Vo6ros et al., 1998).
Este patron esta claramente relacionado a una adaptacion cromatica de las Pcy a
las caracteristicas espectrales y la calidad de la luz de los lagos (Callieri et al., 2012;
Callieri & Stockner, 2000; Pick, 1991; Sommaruga & Robarts, 1997). En este
sentido, las PE-Pcy dominan en sitios donde el coeficiente de extincion de la luz roja
es alto, es decir que la proporcion Kdrjo/Kdverde>1, mientras que las PC-Pcy dominan
en ambientes turbios con mayor concentracion de particulas, donde la luz verde se
extingue mas rapidamente favoreciendo la penetracion relativa de la luz roja a
mayor profundidad, es decir Kdrojo/Kdverde<1 (Fig. 5) (Huber et al., 2017; Stomp et al.,
2007b; Voros et al., 1998). Asimismo, evidencias experimentales demostraron que
la distinta utilizacion del espectro luminico permite la coexistencia de cepas de PE-
Pcy y PC-Pcy en condiciones intermedias (Stomp et al., 2004, 2007b). Este patron
de coexistencia entre ambas cepas, también se ha observado en el océano
(Campbell & Vaulot, 1993; Platt et al., 1983) y en ambientes de turbidez intermedia
(Katano et al., 2005; Mdzes et al., 2006; Pick, 1991).
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Figura 5. Abundancias relativas de PE-Pcy y PC-Pcy en diferentes sistemas de agua
dulce en relacion con el clima optico expresado como la relacion entre el Kd de
longitudes de ondas rojas y verdes (Kdreds/Kdgreen). Modificado de Callieri et al.,
(2012).

Pcy vs. Peuk

La diferencia mas evidente que existe entre los distintos componentes del
PPP es el nivel de organizacion interno de la célula, ya que si bien todas realizan
fotosintesis oxigénica las Pcy son procariotas y las Peuk son eucariotas. Weisse
(1993) sostiene que esta diferencia a nivel estructural deberia tener consecuencias
a nivel ecoldgico, ya que comparado con las células procariotas las eucariotas
deben destinar una gran fraccion de su metabolismo interno a procesos de

mantenimiento.

Una caracteristica bien estudiada de las Pcy es que alcanzan las tasas
maximas de crecimiento con irradiancias relativamente bajas (Callieri et al., 2005;
Fogg, 1986; Jasser, 2006), ademas se observé que pueden crecer bajo la sombra
de otros organismos fitoplanctonicos, mientras que para muchos eucariotas esto

resulta desfavorable (Jasser, 2006). En relacion a la calidad de luz, si bien el trabajo
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llevado a cabo por Stomp et al., (2007a) muestra una clara diferenciacion de nicho
luminico entre las PE-Pcy y las PC-Pcy, aun no existen estudios que incorporen a
las Peuk en este gradiente luminico. De hecho, las evidencias existentes son en

cierta medida contradictorias.

Wood (1985) y Glover et al. (1986) demostraron que a longitudes de onda
corta las cepas de eucariotas son fotosintéticamente més eficiente que cepas de
Synechococcus PE-Pcy. Resultados similares fueron obtenidos mas recientemente
por (Luimstra et al., 2018) comparando la eficiencia fotosintética de la Chlorophyta
Chlorella sorokiniana (Peuk) con una cepa de Synechococcus (Pcy). Los resultados
de estos autores sugieren que la menor eficiencia de las Pcy se debe a un
desbalance entre los fotosistemas | y el Il (PSI y PSIl por sus siglas en ingles
Photosystem | y 1), ya que el PSI contiene mas moléculas de clorofila-a que el PSII
al cual se asocian los complejos multiprotéicos de ficobilisomas con PC y PE. Por
consiguiente, al irradiar con luz azul, los ficobilisomas asociados al PSIl absorberian
pocos fotones en comparacion con el PSI que si absorberia a través de la clorofila-
a, produciendo asi un desbalance que reprime la cadena lineal de transporte de
electrones, lo que en definitiva se traduce en una menor eficiencia fotosintética.
Como consecuencia de esto, ante una situacion de competencia por luz, la Peuk
gana en relacion a la PC-Pcy cuando se irradia con luz azul (450 nm), mientras que
cuando se irradia con luz roja (660 nm) se observa el patron opuesto (Luimstra et al.,
2020).

Por otro lado, y contradiciendo los resultados de Glover etal. (1986) y
Luimstra et al. (2018, 2020), experimentos llevados a cabo por Somogyi et al. (2016)
sugieren que a longitudes de onda mas largas (690 nm) las cepas de Peuk serian
mas eficientes en la captacion de la luz que las PC-Pcy. En concordancia con estos
resultados, algunos estudios realizados en ambientes naturales apoyan la idea de
gue las Peuk predominarian por sobre las Pcy en sitios eutréficos y someros
(Callieri, 2008; Craig, 1987; Pick & Agbeti, 1991; Schiaffino etal.,, 2013;
Sgndergaard, 1991). Estas diferencias podrian deberse tanto a diferencias en las

condiciones experimentales o del tipo de organismos utilizados para representar
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cada grupo. Hasta el momento no existe una explicacion para estas evidencias

contradictorias. Esta incognita sera parcialmente abordada en la presente Tesis.

De acuerdo al estudio polifacético realizado por Komérek et al. (2014),
combinando analisis morfolégicos y moleculares, las cianobacterias podrian
agruparse en ocho ordenes o clados principales. En particular las Pcy se agrupan
en su mayoria dentro de la familia Synechococcaceae perteneciente al orden
Synechococcales, cuya caracteristica morfolégica distintiva es que poseen
tilacoides parietales y la division celular es en un solo plano. Dentro de este clado
se agrupan diversos géneros tales como Synechococcus, Prochlorococcus,
Cyanobium y Cyanodictyon (Sanchez-Baracaldo et al., 2005), aunque la validez
taxondmica de estos géneros estd muy cuestionada. Por ejemplo, el género
Synechococcus de agua dulce se ha demostrado que es un género polifilético y no
puede considerarse un taxon natural (Robertson et al., 2001; Urbach et al., 1998).
Estudios mas recientes sobre filogenia de Pcy identificaron 12 clados dentro de las
Synechococcaceae (Huber, 2017), de los cuales 8 corresponden a clados nuevos
identificados por Huber (2017). El estudio de este grupo de organismos, aun
claramente subexplorado, demuestra que los ecosistemas de agua dulce son un

reservorio de biodiversidad de Pcy.

Es interesante mencionar que dentro de la familia Synechococcaceae los
géneros Cyanodictyon y Anathece son coloniales, mientras que Cyanobium y
Synechococcus son unicelulares. Sin embargo, no se observa una segregacion
entre cepas unicelulares y celulares en el arbol filogenético (Huber, 2017). De
hecho, Komérek etal. (2014) menciona que varios de estos géneros fueron
descriptos originalmente en base a la forma de sus colonias y mucilago, el cual
desaparece rapidamente en condiciones de cultivo, lo que estaria indicando que la

presencia de mucilago es un caracter facultativo dentro de este grupo.
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En ambientes naturales, las Pcy unicelulares coexisten con microagregados
o colonias (CPcy) de células idénticas morfoldégicamente a las Pcy unicelulares pero
embebidas en un mucilago. Las CPcy pueden o no tener una forma definida y se
presentan en agregados de 4 a mas de 50 células (Callieri & Stockner, 2000;
Crosbie et al., 2003a; Komarkova & Simek, 2003; Passoni & Callieri, 2000; Stockner
et al., 2000). Algunas de las CPcy mas observadas en ambientes de agua dulce han
sido clasificadas de acuerdo a su morfologia como especies pertenecientes a los
géneros Aphanocapsa, Aphanothece, Chroococcus, Coelosphaerium, Cyanobium,
Cyanodictium, Merismopedia, entre otros (Callieri et al., 2012; Komarkova, 2002;
Passoni & Callieri, 2000).

Las similitudes morfolégicas entre las células de Pcy y CPcy junto con las
evidencias mencionadas mas arriba han llevado a sugerir que muchas de las CPcy
podrian ser formas transicionales de morfotipos unicelulares (Callieri et al., 2012),
es decir que algunas de las especies unicelulares podrian formar agregados y
viceversa. Esta plasticidad fenotipica (i.e. la capacidad de agregacion de las Pcy)
pareceria estar estimulada por diferentes condiciones ambientales (Crosbie et al.,
2003b; Komarek et al., 2014), tales como las condiciones luminicas o la presion de
pastoreo. Se ha demostrado por ejemplo que algunas cepas de Pcy tienen la
capacidad de formar colonias cuando son expuestas a diferentes condiciones de
radiacion UV como una respuesta para evitar el fotodafio (Callieri et al., 2011).
Mientras que Jezberova & Komarkova, (2007) encontraron que algunas Pcy en
presencia de un nanoflagelado depredador (Ochromonas sp.) tienden a formar
agregados incrementando el tamafio efectivo del organismo para evitar la
depredacion. Resultados similares fueron reportados por (Callieri etal., 2016)

utilizando Poterioochromonas sp. como depredador.

En bacterias heterétrofas también se encontr6 que estos cambios
morfolégicos pueden ser inducidos por una elevada presiéon del pastoreo (Corno,
2006; Hahn & Hofle, 2001; Matz et al., 2002). El desarrollo de morfotipos resistentes
al pastoreo tales como filamentos, formas espiraladas o agregados, parece ser un

fendmeno comudn en ambientes mas productivos (Gide, 1989; Jirgens & Gide,
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1994) y se puede encontrar en los principales grupos filogenéticos tales como alfa-
y beta-Proteobacteria, y Cytophaga-Flavobacterium (Corno & Jurgens, 2006;
Jurgens et al., 1999; Simek et al., 1999; Simek et al., 2001).

En Argentina, la palabra "pampeana” define un sistema de unidades
geoldgicas cuaternarias que se encuentran en las llanuras entre las latitudes 30 y
38°S. En la regiébn pampeana, los depdsitos arenosos fueron reformados por el
viento, y gracias a una sucesion de periodos climéaticos humedos y secos se llevo a
cabo el desarrollo de un importante sistema de humedales y lagos someros
comunmente denominados lagunas (Iriondo, 1989; Quirds et al., 2002). Se pueden
encontrar distintos tipos de lagunas dependiendo de su geomorfologia, drenaje, tipo
de suelo y vegetacion: muchas de ellas tienen origen por deflacion edlica, otras por
la accion fluvial o por embalsado natural del agua de escorrentia (Quirés et al., 2002;
Quirds, 2004). En muchas lagunas el drenaje es endorreico, es decir, es interno y
el agua solo puede salir por evaporacion o por filtracion, esto conlleva a que, en
periodos muy humedos, se produzcan periddicas inundaciones alternandose con

periodos de sequia (Sosnovsky & Quirds, 2006).

Las lagunas de la regidbn pampeana son poco profundas, térmicamente se
comportan como lagos polimicticos calidos (Lewis, 1983), los cuales rara vez
estratifican por mas de unas horas. Tienen un tiempo de permanencia de agua y
salinidad muy variables (Quirés & Drago, 1999). Su hidrologia es dependiente en
gran medida de las precipitaciones. Su concentracion salina permite clasificarlas en
ambientes subsalinos y salinos (Drago & Quiros, 1996; Ringuelet et al., 1967) y en

algunos casos, como lagos de agua dulce (Quirés et al., 2002).

Su morfologia y ubicacion en drenajes con suelos ricos en nutrientes como
nitrégeno y fosforo, son algunas de las causas de su estado eutréfico natural y su
alta productividad biol6gica (Lagomarsino et al., 2015; Quiros, 1988; Quirds et al.,

2002; Sosnovsky & Quirds, 2006). Aunado a esto, la agricultura intensiva y las
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descargas industriales en el sector desde hace varias décadas contribuye a
aumentar estas cargas de nutrientes en las lagunas (Sosnovsky & Quirds, 2006).

Los sedimentos principales son limo arenoso, limo y limo arcilloso, con
predominancia de sedimentos finos (arcillas y limos) sobre los gruesos (arenas)
(Diovisalvi, et al., 2015a). Su poca profundidad favorece la interaccién entre los

sedimentos y la columna de agua mediante turbulencias impulsadas por el viento.

La mayoria de lagunas pampeanas muestran una marcada estacionalidad en
la temperatura, solidos suspendidos y en las propiedades Gpticas (Diovisalvi, et al.,
2015a; Pérez etal.,, 2011; Torremorell et al., 2007) y en la produccion primaria
(Torremorell et al., 2009). La temperatura del agua puede presentar valores desde
6°C a 25°C (Diovisalvi et al., 2015b; Lagomarsino et al., 2011). La turbidez esta
dada principalmente por el material en suspension como el fitoplancton y las
particulas no pigmentadas (Lagomarsino et al., 2015; Pérez et al., 2011). En un
estudio de Diovisalvi et al. (2015a), donde se compararon las caracteristicas bidticas
y abidticas de las lagunas pampeanas con las de otros lugares del mundo, se
reportaron para estas lagunas valores promedio muy elevados de fosforo total (709

ug L), nitrégeno total (4970 pg L?) y clorofila-a (177 pg L1).

En este tipo de lagunas eutréficas sin limitacion por nutrientes, los
productores primarios tienden a competir por la luz (Huisman et al., 1999; Reynolds,
2006; Scheffer, 2004). La teoria de estados alternativos desarrollada por Scheffer
etal.,, (1993) sobre lagunas someras establece que estos cuerpos de agua a
menudo presentan dos estados de equilibrio posibles: un estado “claro”
caracterizado por una alta transparencia, baja biomasa de fitoplancton y con
macrofitas como la comunidad autotréfica dominante; y un estado “turbio”
caracterizado por baja transparencia debido a una elevada abundancia de
fitoplancton y a la ausencia casi total de macréfitas sumergidas. En la regién
pampeana se pueden encontrar lagunas en ambos estados, aunque la mayoria

suelen ser turbias.

Trabajos como los de Torremorell etal. (2007) y Llames etal. (2009)

demostraron que en las lagunas turbias la produccién primaria fitoplanctonica y las
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particulas totales en suspension estan directamente relacionadas con la radiacion
solar incidente en la columna de agua. La baja transparencia reduce la cantidad de
radiacion PAR, a niveles donde la produccién primaria del fitoplancton esta limitada
(Allende et al., 2009; lachetti & Llames, 2015; Torremorell et al., 2007).

El fitoplancton de estas lagunas estd dominado principalmente por
Cyanobacteria, Chlorophyceae y Bacillariophyceae, con especies bien adaptadas a
condiciones luminicas deficientes (Diovisalvi, et al., 2015a; lachetti & Llames, 2015;
lzaguirre etal., 2014; O’Farrell et al., 2021; Sanchez et al., 2021). En algunas
ocasiones la abundancia de pequefios flagelados (e.g. Cryptophyceae,
Chrysophyceae) también puede ser elevada (Allende et al., 2009; Izaguirre et al.,
2012). ElI PPP es usualmente muy abundante, esta representado mayormente por
PC-Pcy y solo en algunos pocos sitios las Peuk son dominantes (Allende et al.,
2009; Fermani et al., 2015; Izaguirre et al., 2014; Silvoso et al., 2011).

Tal como se planted en la seccion “Pcy vs. Peuk”, algunos autores sostienen
gue las Peuk deberian dominar en ambientes eutroficos y con un Kd elevado (Pick
& Agbeti, 1991; Sgndergaard, 1991), mientras que los experimentos llevados a cabo
por Luimstra et al. (2018, 2020) sugieren que cuando el espectro luminico esta
dominado por longitudes de onda mas largas (i.e. rojas) las PC-Pcy le ganan

competitivamente a las Peuk.

Estas contradicciones nos llevan a plantearnos bajo qué condiciones cada
uno de los componentes del PPP (Peuk, PC-Pcy y PE-Pcy) domina a lo largo de un
gradiente trofico y de transparencia; y si el patron observado en las lagunas
pampeanas representa una excepcion al patron global. Para abordar estos
interrogantes, en el Capitulo | se evalUa el grado de generalizacion de todos los

patrones de abundancia absoluta y relativa de PPP descriptos mas arriba.

La Laguna Chascomus (35°36’S, 58°02'W) pertenece a una cuenca

hidrografica denominada “lagunas encadenadas del Rio Salado”, cubriendo un area

30



de alrededor de 801 km? Este sistema incluye siete lagunas que estan
interconectadas por arroyos y desembocan en el Rio Salado: la laguna Vitel (1305
ha), Chascomus (3014 ha), Adela/Manantiales (2098 ha), del Burro (1070 ha),
Tablilla (1674 ha), Chis-Chis (1481 ha) y Las Barrancas (885 ha) (Diovisalvi et al.,
2010; Torremorell et al., 2007).

Al igual que la mayoria de las lagunas de la region, la laguna Chascomus es
somera (~2 m de profundidad), relativamente grande (30,1 km?), hipertrofica
(clorofila-a media 250 pg L™) y turbia (profundidad media del disco de Secchi 10
cm) (Diovisalvi et al., 2010; Torremorell et al., 2007). Es una laguna altamente
productiva, con una temperatura anual promedio de 15,3°C (Fermani et al., 2013;
Izaguirre et al., 2015; Torremorell et al., 2009). En esta laguna la luz juega un papel
fundamental ya que la fluctuacion estacional de la irradiancia determina los patrones
anuales de la produccion primaria, solidos totales disueltos, y por ende la

transparencia del agua (Lagomarsino et al., 2011; Torremorell et al., 2009).

El ensamble del fitoplancton estd compuesto principalmente por
cianobacterias, clorofitas y diatomeas. En particular, estd dominado por CPcy y Pcy,
las cuales representan normalmente mas del 60% de la biomasa total del
fitoplancton, y mas del 90% del PPP (Fermani et al., 2013; Huber et al., 2017;
lachetti & Llames, 2015). Se observé que la produccion primaria de esta laguna esta
claramente limitada por luz, dado que el coeficiente de atenuacion de la luz (Kd) se
incrementa junto con la radiacion solar incidente (Torremorell et al., 2009). Ademas,
esta hipotesis fue comprobada mediante experimentos en mesocosmos (Llames
et al., 2009).

Huber et al. (2017) observaron en un estudio bianual que las Pcy y CPcy en
la laguna Chascomus presentaban sus maximos de abundancia durante los meses
mas frios, y con menor irradiancia; mientras que las Peuk tienen un pico en
primavera-verano. Mas recientemente, Quiroga et al. (2021) analizaron mediante
citometria de flujo la dinamica de las picocianobacterias (Pcy+CPcy) a lo largo de
10 afios y confirmaron que durante los afios con condiciones hidroldgicas

relativamente estables (i.e. que no hayan sido ni excesivamente secos ni
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excesivamente lluviosos) los valores de maxima abundancia se registran
recurrentemente durante los meses de invierno. Adicionalmente, la dindmica de las
picocianobacterias se relaciond inversamente con la dinamica estacional de los
rotiferos (mayormente de los géneros Brachionus y Keratella), que presentan sus
minimos de abundancia en invierno (Diovisalvi et al., 2015b), y con picos no
estacionales de pequefos cladoceros (e.g. Bosmina). Los cladoceros no estan
presentes todo el tiempo, sino que son mas abundantes en periodos en donde la
presion de depredacion de peces planctivoros es baja (Diovisalvi et al., 2015b;
Sosnovsky et al., 2010). Llamativamente no se encontro relacion con los flagelados
heterotroficos ni con los ciliados, los cuales no presentan un patron temporal claro
(Fermani et al., 2013).

Este patron estacional del PPP en la laguna Chascomus con maximos de
Pcy en invierno y de Peuk en primavera tardia contrasta con lo usualmente
observado en otros ambientes donde los maximos de Pcy se dan generalmente en
épocas mas calidas, y las Peuk en épocas invernales (ver la seccion “Variaciéon
temporal”). Estos resultados nos llevan a plantearnos por qué se observa este
patron temporal de Pcy y Peuk aparentemente contradictorio con la bibliografia ¢ Por
gué las Pcy presentan sus maximos en los meses de menor irradiancia y
temperatura? ¢Como responden las Pcy y Peuk bajo distintas condiciones de
irradiancia y temperatura?, ¢, Puede la depredacion por parte de los rotiferos explicar

la disminucion de las Pcy en verano?

Algunas de estas preguntas fueron abordadas en esta tesis. En particular en
el Capitulo Il se realizaron experimentos de crecimiento de Pcy y Peuk a distintas
intensidades de la luz y temperaturas para intentar dilucidar en qué medida
diferencias en estas condiciones pueden explicar el patron espacio-temporal de Pcy
y Peuk observado en la laguna Chascomus. Asimismo, realizamos experimentos de
depredacion con diferentes especies de rotiferos para evaluar si la disminucion en

la abundancia de Pcy en verano puede ser explicada por este factor (Capitulo IlI).

Por otro lado, Fermani et al., (2013) y Huber et al., (2017) observaron que la

proporcion de CPcy respecto al total de picocianobacterias era mayor durante
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periodos en donde la abundancia de pequefios claddceros era elevada. El estudio
de largo término llevado a cabo por Quiroga et al., (2021) relacion6 la abundancia
de Bosmina con un aumento en el tamafio y contenido relativo de clorofila-a de las
picocianobacterias en el citbmetro de flujo, es decir con un aumento de las formas
agregadas (i.e. CPcy). Huber et al. (2017) demostraron experimentalmente que la
presencia de Bosmina induce cambios que favorecen la dominancia de las CPcy
por sobre las Pcy unicelulares. Esta respuesta sugiere que la morfologia agregada
o colonial seria una adaptacion de las Pcy contra la presion de depredacion del

zooplancton.

Huber etal. (2017) analizaron ademas la composicibn de Pcy y CPcy
combinando sorting celular mediante citometria de flujo y secuenciacion del gen
ribosomal 16S y de la region intergénica (ITS, por sus siglas en inglés Intergenic
Spacer Region). Estos autores encontraron que tanto las Pcy y como las CPcy
pertenecian al orden Synechococcales y dentro de este al clado
“Anathece+Cyanobium”, Como se comentd mas arriba, este clado comprende tanto
géneros unicelulares (Synechococcus, Cyanobium) como coloniales (Anathece,
Cyanodictyon). Por otro lado, también demostraron por primera vez que el mismo
genotipo puede ser encontrado tanto en forma unicelular (Pcy) como agregada

(CPcy), sugiriendo la existencia de plasticidad fenotipica in situ.

No obstante, hasta ahora no se conocen estudios que permitan discernir si la
agregacion de las Pcy puede ser inducida por distintos depredadores potenciales, y
Si es necesario que exista un contacto directo entre el depredador y las Pcy para
desencadenar la respuesta fenotipica. Estos interrogantes son abordados en el

Capitulo Ill.
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Identificar los factores que determinan la composicién y abundancia

del picoplancton autotréfico en las lagunas pampeanas

1- Evaluar la generalidad de los patrones de presencia y abundancia
de organismos picoplancténicos en ambientes continentales a
nivel global, y comparar con lo observado en lagunas pampeanas
(Capitulo I).

2- Aislar cepas de algas picoeucariotas (Peuk) de la laguna
Chascomus y caracterizarlas desde el punto de vista morfologico
y molecular (Capitulo II).

3- Evaluar las tasas de crecimiento in vitro de cepas de Pcy y Peuk
aisladas de la laguna Chascomus ante diferentes condiciones de
luz y temperatura (Capitulo II).

4- Evaluar el efecto de los distintos depredadores (rotiferos y
cladoceros) sobre la abundancia de Pcy (Capitulo IlI).

5- Analizar el efecto del contacto directo de distintos organismos
zooplanctonicos sobre la estructura de las comunidades naturales
de Pcy-CPcy (Capitulo III).

6- Evaluar el efecto indirecto, mediado por infoquimicos producidos
por diferentes depredadores (flagelados, rotiferos y cladéceros),
sobre la capacidad de una cepa de Pcy para formar agregados
(Capitulo 111).
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CAPITULO |

ANALISIS DE LOS PATRONES DE PRESENCIA'Y
ABUNDANCIA DEL PICOPLANCTON A NIVEL GLOBAL
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El PPP cumple un papel fundamental en la trama trofica microbiana de
numerosos sistemas acuaticos (Azam et al., 1983; Callieri & Stockner, 2000;
Drakare, 2002; Pomeroy, 1974; Stockner & Antia, 1986; Voros et al., 1998; Weisse,
1993) siendo ampliamente reconocida la contribucién que tiene esta fraccion del
plancton en el flujo de carbono. El PPP se encuentra en todo tipo de ambientes
acuaticos, independientemente del grado tréfico. En muchos sistemas, puede llegar
a representar una parte muy significativa (>50%) de la biomasa fitoplancténica total
(Callieri, 2008) y de la produccion primaria total (Agawin et al., 2000; Caron et al.,
1985; Stockner, 1991; Weisse, 1993). Sin embargo, su abundancia, importancia
relativa y composicion varia en funcion de diferentes variables, como por ejemplo
del grado trofico (Callieri, 2008). En este sentido, y tal como se menciona en la
Introduccion General de esta Tesis, se han descripto algunos patrones globales en

cuerpos de agua continentales que intentan describir estar relaciones:

(1) Uno de los patrones mas evidentes, y ampliamente aceptados, es la
relacion positiva existente entre la abundancia del PPP y la clorofila-a como
indicador de grado trofico (Bell & Kalff, 2001; Callieri, 2008; Somogyi et al. 2022).
Esta relacion predice que la abundancia de PPP es mucho mayor en ambientes

eutroficos que en ambientes oligotroficos (Fig. 1.1).

4

PPP (Células mL")

Estado trofico (ug Clorofila-a/l)

Figura 1.1 (Patrén 1). La abundancia del PPP aumenta con el incremento del grado

trofico (i.e. clorofila-a).
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(2) Estos mismos autores evidencian que la contribucion del PPP a la
biomasa total de fitoplancton (%PPP) disminuye con el grado trofico (Fig. 1.2). Es
decir, que la importancia relativa de las algas picoplancténicas seria mayor en
ambientes oligotroficos, a pesar de su menor abundancia. En otras palabras, las
algas tienden a ser mas pequefias en ambientes donde los nutrientes son mas

escasos.

%PPP/ Biomasa total del
fitoplancton

Estado tréfico (ug Clorofila-a/L)

Figura 1.2 (Patron 2). La contribucion del PPP a la biomasa total del fitoplancton

disminuye con el incremento del grado tréfico (i.e. clorofila-a).

(3) La dinamica temporal de las PPP suele presentar los maximos de
abundancia en los meses calidos (Hawley & Whitton, 1991; Sgndergaard, 1991;
Stockner et al., 2000). Generalmente se puede observar un pico en verano (Caron
et al., 1985; Pick & Agbeti, 1991) o dos picos, uno en primavera y otro en verano
tardio (Weisse, 1988; Weisse & Kenter, 1991) (Fig. 1.3).

(4) Los distintos componentes del PPP también varian en funcién de distintas
variables forzantes. Dentro de las Pcy, aquellas ricas en ficoeritrina (PE-Pcy)
dominan en ambientes mas transparentes donde el Kd es menor y el espectro de
luz dominante en la columna de agua es el azul, mientras que en ambientes turbios

donde las longitudes de onda mas largas penetran a mayor profundidad que las
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cortas estdn dominadas casi exclusivamente por PC-Pcy (Stomp et al., 2007b). En
ambientes con condiciones intermedias ambos tipos de Pcy pueden coexistir (Fig.
1.4).

a) b)

PPP (Células mL™")

Invierno | Primavera | Verano Otofo Invierno Primavera Verano Otono

Figura 1.3 (Patron 3). Dinamica temporal del PPP. Maximo de abundancia en meses
calidos (a), maximos de abundancia bimodal, con dos picos en primavera y verano
tardio (b).

PE-Pcy

%PPP células mL-!

Transparencia (Kd)

Figura 1.4 (Patron 4). Abundancia relativa PE-Pcy y PC-Pcy en funcién de la

transparencia.
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A pesar de que todos estos patrones tienen sustento bibliografico, en algunos
casos existen ciertas discrepancias dentro de la literatura, o bien hay factores que

no han sido tenidos en cuenta hasta el momento.

(a) Contrariamente a lo que se observa en el patrén de la figura 1.2, Somogyi
et al. (2017) postulan que la contribucién del PPP al fitoplancton total no siempre
disminuye hacia ambientes eutréficos e hipereutroéficos, si no que esto depende de
la concentracion de material particulado inorganico en suspension (Fig. 1.5). Por lo
tanto, es esperable que el aporte del PPP a la biomasa fitoplanctonica total, asi

como también la abundancia absoluta, sea variable en ambientes eutrdficos.

%PPP/ Biomasa total
del fitoplancton

Estado tréfico (ug Clorofila-a/l.)

Figura 1.5 (Hipotesis 1). Modificacion de la figura 1.2 segun los aportes de (Somogyi
et al., 2017).

(b) Por otro lado, sigue siendo una incognita cual es la relacién del PPP con
otras variables determinantes. Por ejemplo, Sarmento (2012) sugiere que la
importancia del PPP en relacion a la biomasa fitoplancténica total deberia aumentar
hacia los tropicos. Esto se basa en la idea de que la dominancia de organismos
pequefios se ve favorecida a mayores temperaturas, ya que, para los organismos
mas grandes, el aumento de temperatura implicaria una demanda mayor de energia

en su entorno y por tanto una reduccion en su biomasa (Yvon-Durocher et al., 2011).
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Esta relacion entre tamafio y temperatura también fue reportada en el mar por
(Moran et al., 2010). Es esperable entonces que la importancia relativa y absoluta

del PPP aumente con la temperatura y, por lo tanto, con la latitud (Fig. 1.6).

%PPP/ Biomasa total del
fitoplancton

Ecuador+-— Latitud - » Polo

Figura 1.6 (Hipotesis 2). La contribucion del PPP a la biomasa total aumenta hacia

zonas mas calidas (i.e. hacia el Ecuador).

(c) Otro resultado interesante observado por Sarmento (2012) esta
relacionado con las BH, quienes junto con las PPP representan el picoplancton total.
Comparando datos de sitios templados con ambientes tropicales, este autor
observé que en ambas regiones existe una relacion positiva entre las BH y la
clorofila-a, relacion que ha sido ampliamente descrita por numerosos autores en
distintos tipos de cuerpos de agua (del Giorgio & Peters, 1993; Jeppesen et al.,
1997; Voros et al., 2008; White et al., 1991; Zinabu & Taylor, 1997). Sin embargo,
si bien la pendiente es similar tanto en ambientes templados como en tropicales, la
ordenada al origen de estos ultimos es menor. Es decir, que a igual concentracion
de clorofila-a los ambientes tropicales presentan menos BH que los templados. Por
lo tanto, si las BH disminuyen hacia el ecuador y las PPP aumentan, es esperable
gue larelacion PPP/BH, y en patrticular la relacion Pcy/BH, aumenten hacia latitudes
mas bajas (Fig. 1.7, 1.8).
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Pcy/BH

Latitud

Figura 1.7 (Hipétesis 3). La relacion Pcy/BH aumenta a medida que disminuye la
latitud.

(d) Por otro lado, existen pocos estudios sobre la dinamica de los distintos
componentes del PPP en funcion de la latitud, en su mayoria en el océano y algunos
en agua dulce. Schiaffino et al. (2013) estudiaron diferentes cuerpos de agua dulce
a lo largo de un gradiente latitudinal en la Patagonia Argentina (desde 45° 22’ a 54°
52’ S), donde la abundancia del PPP mostré una relacion negativa con la latitud. Lin
et al. (2012) en un estudio sobre patrones de distribucion del picoplancton a lo largo
de un gradiente latitudinal y alrededor del océano antartico, demostraron que
Prochlorococcus y Synechococcus fueron los componentes del picoplancton mas
importantes y su distribucion cambioé de acuerdo a las provincias oceanicas que
formaron parte del estudio. Dichos autores sefalan que la distribucion de
Synechococcus alcanza un rango de latitud de entre 33°N y 50°S contribuyendo
entre el 10 y 80% de la abundancia total del PPP y un 35% de la biomasa total de
fitoplancton. Ademas, sugieren que las elevadas temperaturas registradas en las
regiones ecuatoriales junto con el aporte de nutrientes provenientes de las
descargas costeras, acelera el crecimiento de Synechococcus, presentando una

correlaciéon entre la abundancia de Synechococcus y la temperatura del agua.

Por otro lado, Doolittle et al. (2008) en un estudio sobre la distribucion del

PPP en un gradiente latitudinal (55°S — 34,8°S) en el Atlantico demuestran una

41



relacién positiva del PPP con la temperatura a medida que la latitud decrece, siendo
las Peuk el componente predominante a lo largo de todo el gradiente latitudinal,
mientras que las PE-Pcy incrementaron solo cuando la temperatura aument6. En
un estudio de distribucién global de PPP en el océano Flombaum et al. (2020)
observaron que tanto las Peuk como las PE-Pcy presentan una relacion positiva con
respecto a la irradiancia y la temperatura, sin embargo, la importancia relativa de
las Pcy respecto a las Peuk es mayor a medida que aumenta la temperatura y la
irradiancia. Nuevamente, si trasladamos estos resultados a la latitud (ya que tanto
la temperatura como la irradiancia se encuentran correlacionadas con esta
variable), entonces podriamos esperar que en ambientes continentales la relacion

Pcy/Peuk también aumente hacia las regiones ecuatoriales (Fig. 1.8).

Pcy/Peuk

Latitud

Figura 1.8 (Hipotesis 4). La relacion Pcy/Peuk disminuye a medida que aumenta la
latitud.

(e) Si bien la relacién entre los distintos tipos de Pcy y la calidad de luz es
bastante clara (Fig. 1.4), este patron no considera a las Peuk, que en ambientes
acuaticos continentales pueden ser muy importantes e inclusive dominar el PPP. En
este sentido, las evidencias existentes hasta el momento son contradictorias.
Algunos estudios de campo sugieren que serian mas abundantes que las Pcy en
ambientes eutroficos y turbios (Callieri, 2008; Craig, 1987; Pick & Agbeti, 1991;
Schiaffino etal., 2013; Sgndergaard, 1991). Sin embargo, en las lagunas
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pampeanas las PC-Pcy predominan ampliamente en la mayoria de los ambientes
(Allende et al., 2009; Fermani et al., 2015; lzaguirre et al., 2014; Silvoso et al.,
2011). Por otro lado, los estudios experimentales también muestran resultados
aparentemente contradictorios. Wood (1985) y Glover et al. (1986) demostraron que
algunas cepas de Peuk utilizan de manera mas eficiente las longitudes de onda mas
corta (i.e. azul) que las Pcy, lo cual sugiere que haya una dominancia en ambientes
mas transparentes. Mientras que experimentos llevados a cabo por Somogyi et al.
(2016) sugieren que, a longitudes de onda mas largas, en el extremo del espectro
visible (690 nm), las cepas de Peuk ensayadas serian mas eficientes en la captacion
de la luz que las PC-Pcy. Probablemente ambos tengan razén y dominen en ambos

extremos (Fig. 1.9).

PE-Pcy

%PPP

e

Coeficiente de extincion de la luz (Kd)

Figura 1.9 (Hipotesis 5). Las Peuk dominan ambos extremos del espectro visible.

(f) Finalmente, los patrones de variacion temporal de las Pcy, con maximos
en las épocas de primavera-verano (Fig. 1.3), no coinciden con lo observado en

algunas lagunas pampeanas (Quiroga et al., 2021).

El objetivo de este capitulo es evaluar la generalidad de los patrones de
presencia y abundancia de algas picoplancténicas a nivel global, y ademas

compararlos con lo observado en lagunas pampeanas. Para comprobar tanto los
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patrones sugeridos previamente en la literatura como aquellos planteados por
primera vez en esta tesis, colectamos informacion de datos publicados y no
publicados de ambientes de agua dulce abarcando un amplio rango de condiciones
ambientales y posicion geografica.
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Evaluar la generalidad de los patrones de presencia y abundancia de
organismos picoplanctonicos en ambientes continentales a nivel global,

y comparar con lo observado en lagunas pampeanas.

H1: El aporte relativo del PPP a la biomasa fitoplanctonica total es

variable en ambientes eutroficos (Figura 1.5).

H2: La abundancia del PPP y su importancia relativa a la biomasa

fitoplancténica total aumentan hacia el Ecuador (Figura 1.6).

H3: La abundancia de las BH aumenta con el estado tréfico, aunque su
importancia relativa respecto al picoplancton total disminuye hacia el

Ecuador.

H4: Las relaciones Pcy/BH y PPP/BH aumentan hacia el Ecuador
(Figura 1.7).

H5: La relacion Pcy/Peuk aumenta hacia las zonas ecuatoriales (Figura
1.8).

H6: A lo largo de un gradiente de transparencia, las Peuk dominan

ambos extremos del gradiente (Figura 1.9).

45



Para este trabajo se realizé una recopilacién de datos de distintos articulos
cientificos, como asi también de bases de datos que aun no han sido publicadas
cedidas por diferentes investigadores. De cada proyecto y cada articulo se extrajo
informacién sobre el ambiente estudiado: latitud, longitud, elevacion, profundidad y
tipo de ambiente; variables abidticas: temperatura, salinidad y/o conductividad, pH,
disco de Secchi, coeficiente de extincion de la luz PAR (Kd) y/o turbidez
nefelométrica, nitrégeno, fosforo; y variables biéticas: clorofila-a fitoplancténica,
porcentaje de contribucion del PPP a la clorofila-a total fitoplanctonica, abundancia
de PPP, PE-Pcy, PC-Pcy, Peuk y BH. En algunos casos los datos fueron extraidos
directamente de los graficos de los articulos utilizando el programa Engauge
digitizer (Mark Mitchell).

Algunos de los trabajos corresponden a estudios temporales o inclusive de
variacion vertical. Dado que la intencion era colectar datos de la mayor cantidad de
ambientes distintos posibles, y con el objetivo de no dar excesivo peso a un
ambiente en particular, la tabla de datos original fue filtrada de acuerdo a los

siguientes criterios:

e De cada proyecto o articulo se incluyeron un maximo de cuatro muestras por
ambiente tratando de cubrir la variabilidad estacional. Para esto se
seleccionaron, utilizando un generador online de nimeros al azar, un maximo
de dos fechas correspondientes a los meses calidos (primavera, verano) y
dos a los meses frios (otofio, invierno).

e En algunos articulos, a pesar de realizar numerosas mediciones a lo largo
del tiempo Unicamente se informa el valor promedio, a pesar de que se
tomaron mas de una muestra por ambiente. En esos casos, que
corresponden solo al 12% de los datos recolectados, se utilizé el valor
reportado en el articulo (Carrick & Schelske, 1997; Dittrich et al., 2004;
Felfoldi et al., 2009; Freitas et al., 2018; Hawley & Whitton, 1991; Hernandez-
Avilés et al., 2010; Huber etal.,, 2017; Pick, 1991; Silvoso et al., 2011,
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Somogyi et al.,, 2017; Sgndergaard, 1991; Stockner, 1991; Winder, 2009;

Sarmento et al., no publicado; de Melo, no publicado).

e En aquellos sitios que fueron muestreados a diferentes profundidades, se
considero el valor promedio de la capa eufética.

e En aquellos ambientes muestreados en mas de un sitio para una misma
fecha, estas muestras fueron consideradas como réplicas y por lo tanto los
valores se promediaron. En algunos casos puntuales, donde la variacién
espacial dentro del ambiente es marcada, como por ejemplo las cuencas este
y oeste del lago Balaton (Somogyi et al.,, 2017) se consider6 a cada sitio
como un ambiente diferente.

La informacion colectada de cada proyecto o articulo no fue homogénea, ya
gue no todos los trabajos contaban con datos para todas las variables requeridas.
Ademas, en algunos casos las variables informadas para un determinado parametro
fueron diferentes, como por ejemplo el disco de Secchiy el Kd para la transparencia
del agua. En estos casos fue necesario convertir los valores a una unidad comun

para facilitar la comparacion.

Como parametro de transparencia del agua utilizamos el Kd. En el caso de
aquellos sitios donde no se contaba con el Kd, éste fue estimado en base a la
profundidad del disco de Secchi, la turbidez nefelométrica o los solidos totales en
suspension, dependiendo de la disponibilidad de datos. Para estimar el Kd se
realizaron regresiones log-log de Kd vs. disco de Secchiy Kd vs. turbidez utilizando
los datos colectados. En todos los casos las regresiones fueron altamente
significativas con valores de R? elevados (Figura 1.10). Como criterio general,
siempre se utilizé el valor de Kd reportado en el trabajo, si no se contaba con el Kd
éste se estimo en base a la profundidad del disco de Secchi, y si no se contaba con
Kd ni disco de Secchi, entonces el Kd se estimd en base a la turbidez. Sélo en un
caso (Somogyi et al., 2017) el Kd fue estimado en base a los sdlidos totales en
suspension (TSS) utilizando la formula reportada por Pérez et al., (2010): Kd = 2,56
+6,13Ln TSS.
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log10(Kd) = 0,2775 - 0,9584"log10(Secchi) log10(Kd) = -0,0849 + 0,5751*log10(Turbidez)
Rz =0,872 R? = 0,600 s
n =248 n=213 . .,

0,1 1 10 1 10 100 1000
Profundidad del disco de Secchi (m) Turbidez nefelométrica (NTU)

Fig. 1.10. Relacion del Kd con la profundidad del disco de Secchi (a) y la turbidez

nefelométrica (b). En todos los casos las variables fueron transformadas a Logjo.

En la mayoria de los casos la conductividad eléctrica del agua se informé en
uS cmt o mS cm. Sin embargo, en unos pocos casos en lugar de conductividad
se cuenta con datos de sélidos disueltos totales (TDS) o salinidadenmg Lt o g L™,
Asumiendo que la mayoria de los sélidos predominantes son de naturaleza idnica,
se utilizé un unico factor de conversion estandar para convertir estas medidas de

concentracion de iones en conductividad eléctrica: uS cm==mg L* / 640.

Los datos de abundancia provienen de estimaciones realizadas por
citometria de flujo y por microscopia de epifluorescencia. En la mayoria de las
muestras las abundancias fueron estimadas solo con uno de los dos métodos. En
algunos casos contamos con ambas estimaciones para la misma muestra, en estas

ocasiones se promediaron ambos valores.

Las abundancias de Pcy estimadas por ambos métodos mostraron una muy
buena correlacion (Figura 1.11). Las Peuk también mostraron una tendencia
alrededor a la recta 1:1 aunque la dispersion de datos es visiblemente mayor que
para las Pcy (Figura 1.11). Esto se debe a que en muchos casos la abundancia de
Peuk es baja, y cuando ésta es estimada mediante microscopia de epifluorescencia
el error de recuento suele ser elevado debido a que se encuentran pocas células

por campo. Las BH presentaron una correlacion positiva y menos dispersion que las
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Peuk, sin embargo, las estimaciones con citometria de flujo fueron sisteméticamente

menores. M4s alla de esta diferencia metodolégica, al relacionar la abundancia de

BH con una variable significativa como la clorofila-a se observa que ambos métodos
muestran la misma tendencia (Figura 1.12).
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10° 10* 10° 108 107
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103 10* 10° 10° 107
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Figura 1.11. Ajustes lineales para las relaciones de abundancias estimadas con

epifluorescencia y con citometria tanto para PC-Pcy (a) y Peuk (b). En todos los

casos las variables fueron transformadas por Log1o.
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Figura 1.12. Ajustes lineales para las relaciones de abundancias estimadas con

epifluorescencia y con citometria para BH. En todos los casos las variables fueron

transformadas por Logo.
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Para convertir los valores de abundancia en biomasa se utilizaron los
siguientes factores de conversion: 20 fgC célula para BH, 160 fgC célula* para Pcy
y 530 fgC célula! para Peuk. Dado que los recuentos provienen de ambientes muy
diferentes se tomé un criterio conservativo para establecer factores de conversiéon
gue no sobreestimen los calculos de biomasa. Estos criterios se detallan a

continuacion.

La biomasa de las bacterias fue calculada utilizando la férmula de la relacién
carbono-volumen derivada por Norland (1993) a partir de los datos de Simon &
Azam (1989):

pgC.célulat = 0,12 * (um?3)%72

Considerando un diametro celular de 0,53 pum y una célula con forma
esférica, el factor de conversion a biomasa resulta 20 fgC célulal. En la revision
realizada por Grob et al. (2007), el tamafio de 0,53 um se encuentra dentro de los

valores medios de una célula de BH.

Para Pcy se aplicé el mismo factor de conversion tanto se trate de PE-Pcy
como de PC-Pcy considerando un tamafio de 1,1 um (0,7 um?3). Este tamafio
corresponde al tamafio promedio reportado en Huber et al. (2017) y en el Capitulo
lIl de esta Tesis. En la revision realizada por Grob et al. (2007) el rango del volumen
oscila entre 0,38 y 0,90 um?3 célulal. La biomasa estimada utilizando la formula

presentada por Menden-Deuer & Lessard (2000):
pgC.célula™t = 0,216 x (um?)%93°

resulta 154 fgC célula, mientas que aplicando el factor de conversién de Worden
et al. (2004) de 240 fgC um?, resulta 160 fgC célulat. Ambos son muy similares por

lo que decidimos utilizar este altimo valor.

Para las Peuk considerar un unico factor es mas complejo ya que la variacion
de tamafio es mayor que para los otros microorganismos. En este caso asumimos

un tamafio de 1,7 um utilizando la férmula de Menden-Deuer & Lessard, (2000).
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Resultando un factor de conversion de 530 fgC célula, similar al aplicado por
Stenuite et al. (2009).

Variacion temporal

Para el andlisis de la variacion temporal de las Pcy, se colectaron datos de
abundancia de Pcy de 39 series temporales de lagos provenientes de distintas
regiones de Europa, Norte América y Sur América (Tabla 1.1). Se consideraron solo
sitios de los cuales se contaba con al menos 16 muestras en el afio y donde todas
las estaciones hayan estado representadas. En base a la concentracion de clorofila-
a, y utilizando el criterio de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OECD por sus siglas en inglés, 1982) el cual ha sido utilizado como
estandar por la comunidad internacional para determinar la calidad de los cuerpos
de agua, 18 de los sitios se pueden clasificar como eutroficos, 6 mesotroficos y 15

oligotroficos (Vollenweider & Kerekes, 1982) .

Analisis de datos

El andlisis de datos consisti6 en regresiones lineales para analizar las
variables fisico-quimicas con respecto de las biolégicas como la abundancia de los
diferentes representantes del picoplancton. Para evaluar la relacion del picoplancton
con las variables ambientales mas importantes (i.e. clorofila-a, latitud,
transparencia) se aplicaron modelos aditivos generalizados (GAM por sus siglas en
ingles Generalized additive models; Wood, 2006). Cada -caracteristica del
picoplancton fue ajustada individualmente: i) la abundancia del componente del PPP
correspondiente (PE-Pcy, PC-Pcy, Peuk) y de BH, fue convertida a biomasa ii)
clorofila-a, iii) latitud, iv) Kd. Se utilizé la familia quasipoisson (link = “log”) para los
datos de abundancia para evitar la sobre dispersion de los datos y la familia
gaussiana (link = “identity”) para las otras variables dependientes ajustadas como
las relaciones entre distintos representantes del PPP. Para relacionar la biomasa

relativa de cada grupo de PPP con el Kd se realiz6 el ajuste mediante una regresion
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LOESS utilizando el programa estadistico JMP (version 13.2.0 Copyright © 2016
SAS).
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Base de datos

En total se compilaron 1126 muestras correspondientes a 666 sitios
abarcando un amplio gradiente longitudinal, desde 61°N a 64°S (Fig. 1.13), y de
condiciones ambientales, desde sitios ultraoligotroficos (lago Ghio, 0,11 pg clorofila-
a L%, Schiaffino et al., 2013) a hipereutréficos (laguna Pehuajé, 1550 ug clorofila-a
LY; Fermani et al., 2015). Esta informacién proviene de 16 bases de datos propias
(362 sitios de estudio), algunas de ellas no publicadas, y de 32 articulos publicados
(304 sitios de estudio) (Tabla 1.1).

L)
50- e

logChla
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0- 2
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4100 0 100 200
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.

Figura 1.13. Posicién geografica de los sitios incluidos en la revision. La intensidad
del color indica la concentracion de clorofila-a (ug L) como indicador de grado
trofico.
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PPP en funcion de la clorofila-a

La abundancia del PPP mostr6 una relacion positiva (P<0.0001) con la
clorofila-a (Fig. 1.14). Esto se condice con el patron general planteado en la figura
1.1. Al comparar nuestros datos con aquellos recolectados previamente por Bell &
Kalff (2001) y Callieri (2008), se observa la misma relacion con pendientes muy
similares (Tabla 1.2). En el extremo oligotréfico la abundancia fluctud
aproximadamente entre 102y 10° células mL™1, mientras que en el extremo eutréfico

varié entre 10* y 108 células mL™.

Si bien la abundancia del PPP presenta una gran variabilidad a lo largo del
gradiente latitudinal, se observa una tendencia a aumentar desde los 65° a los 40°,
manteniendo luego aproximadamente el mismo valor promedio hacia el Ecuador
(Fig. 1.14). Con el objetivo de analizar el efecto parcial de cada una de las variables
(latitud y clorofila-a), realizamos analisis de GAM. Al extraerle el efecto del grado
trofico, la tendencia observada entre la latitud y el PPP es menos evidente (Fig.
1.15; Tabla 1.3). Sin embargo, cuando solo tomamos en cuenta a las Pcy el

aumento hacia las latitudes mas bajas es mucho mas claro (Fig. 1.15).

La contribucion del PPP a la biomasa total del fitoplancton (%PPP) se
contrasto con los estudios de Bell & Kalff (2001) y Callieri, (2008). Si bien los datos
recolectados en el presente trabajo son relativamente pocos como para sacar una
conclusién definitiva, al juntar toda la informacion disponible (h=456) se observa una
clara tendencia significativa a disminuir con el grado tréfico (Tabla 1.2; Fig. 1.14).
Es interesante destacar que, a pesar de esta tendencia general, muchos ambientes
eutroficos presentaron valores de %PPP muy altos (>40%), lo cual esta en linea con
lo planteado por Somogyi et al. (2017). Estos autores sugieren que esto podria estar
explicado por una reduccién en la presion de herbivoria y por un aumento de la
turbidez inorganica. Mas recientemente Somogyi et al. (2022) sugieren que una
disminucién de la presion de depredacién a causa del aumento de la turbidez
explicaria una reduccién relativa de alimentos disponibles (i.e. fitoplancton) en
comparacién con particulas inorganicas no ingeribles. Cuando la concentracion de

sedimento suspendido excede el umbral por debajo del cual el zooplancton puede
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filtrar de manera efectiva, los organismos podrian morir de inanicion incluso con una

gran abundancia de alimentos disponible.

El aumento de PPP, tanto en abundancia absoluta como en %PPP, hacia el
Ecuador se encuentra en concordancia con lo planteado por distintos autores
(Reynolds et al., 2000; Reynolds, 2006; Sarmento, 2012) que argumentan que el
PPP tiene tasas de crecimiento mayores que el fitoplancton mas grande a altas
temperaturas. Una de las posibles consecuencias de esto es que una parte
significativa del carbono fijado por el fitoplancton fluiria a través de la via
heterotréfica (i.e. bucle microbiano) en lugar de la via clasica (i.e. fitoplancton ->
zooplancton), incrementdndose la cantidad de intermediarios hasta llegar al

zooplancton y disminuyendo asi la eficiencia trofica del sistema.
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Figura 1.14. Relacién entre abundancia de PPP, la contribucion del PPP a la
biomasa total del fitoplancton y la abundancia de BH en funcion de la concentracion

de clorofila-a y la latitud.
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Tabla 1.2. Ecuaciones de regresiones realizadas para cada componente (PPP, %
clorofila-a del PPP, BH). Todas las variables fueron transformadas a Logio. Se

observa una relacién significativa cuando P<0.05.

Fuente Intercepto | Pendiente | R?2 P n
PPP
Bell & Kalff (2001) 4,16 0,74 0,25 | <0,01 | 137
Callieri (2008) 4,74 0,50 0,20 | <0,01 | 153
Este trabajo 4,35 0,66 0,26 | <0,01 | 833
Todos los datos 4,37 0,66 0,26 | <0,01 | 1123
% Clorofila-a del
PPP
Bell & Kalff (2001) 1,58 0,43 0,44 | <0,01 | 174
Callieri (2008) 1,31 0,38 0,30 | <0,01 | 192
Este trabajo 1,08 0,19 0,03 | 0,08 90
Todos los datos 1,39 0,38 0,22 | <0,01 | 456
BH
Bird & Kalff (1984) 5,89 0,74 0,85 | <0,01 a7
Cole et al. (1988) 5,94 0,54 0,77 | <0,01 32
Este trabajo 6,38 0,16 0,31 | <0,01 | 572
Todos los datos 6,16 0,51 0,36 | <0,01 | 651

Al igual que las PPP y las Pcy, las BH también mostraron una relacion
positiva y significativa con la clorofila-a (Tabla 1.2; Fig. 1.14). El incremento de
bacterias a medida que aumenta el grado tréfico es una relacion bien conocida
desde hace décadas (Bird & Kalff, 1984; Cole et al., 1988; Gasol & Duarte, 2006; Li
et al., 2004; Sarmento, 2012; White et al., 1991). En nuestro caso, tanto el R> como
la pendiente fueron un poco menores que los trabajos previos de Bird & Kalff (1984)
y Cole et al. (1988) (Tabla 1.2). Esto puede deberse a la mayor heterogeneidad de
datos obtenidos en el presente estudio en relacion a revisiones anteriores. En

particular, a una mayor cantidad de datos provenientes de latitudes bajas que suelen
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estar subrepresentados en las bases de datos, o directamente ausentes. De hecho,
cuando analizamos la respuesta de las BH a la latitud, se observa que presentan un
méximo a los 40° y luego su abundancia tiende a disminuir hacia el Ecuador (Fig.
1.14). El andlisis de GAM arroja una tendencia similar, con un méaximo en las
latitudes templadas y una disminucion hacia el Ecuador y hacia los polos (Fig. 15).
Algunos autores observaron que la abundancia de bacterias suele ser menor en los
tropicos, en comparacioén con ambientes templados de igual grado tréfico (Segovia
et al., 2016), y postulan que probablemente se deba a una mayor presién de

bacterivoria en los sitios mas calidos.

La latitud es una variable que afecta indirectamente el crecimiento de los
microorganismos, ya que se encuentra intimamente relacionada con otras variables
abidticas determinantes como temperatura y la irradiancia. De acuerdo a la Teoria
Metabolica de la Ecologia (Brown et al., 2004), temperaturas mas elevadas inducen
tasas metabolicas mas altas, y las BH no son la excepcion a esta regla. Sin
embargo, si bien la produccidn bacteriana es mayor en los tropicos que en regiones
templadas, la eficiencia de crecimiento bacteriana disminuye, es decir la proporcion
de carbono tomado por las bacterias que es convertido a biomasa tiende a disminuir
(Amado et al., 2013). En este sentido, si bien las bacterias presentan tasas de
crecimiento mas elevadas a temperaturas mas altas (Sarmento et al., 2010),
también los protistas depredadores demandan mas energia para poder satisfacer
sus requerimientos, por lo tanto, consumen mas bacterias. Es decir, que ambas
medidas metabdlicas aumentan con la temperatura, sin embargo, la pendiente de
la tasa de depredacion es mayor (Sarmento et al., 2010), lo que resulta en una
disminucién de la produccion bacteriana neta y por lo tanto en menor abundancia
de bacterias. De hecho, la abundancia de BH ponderada por la concentracién de

clorofila-a tiende a disminuir hacia el Ecuador (Fig. 1.16).
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Figura 1.15. Efectos parciales de la latitud y la concentracion clorofila-a sobre la
biomasa (ngC mL™) de PPP, Pcy y BH aplicando modelos aditivos generalizados
(GAM). Las regiones sombreadas representan intervalos de confianza del 95% de

la funcién smooth spline.
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Figura 1.16. Abundancia de bacterias heterétrofas (BH, células mL) ponderada por

la concentracion de clorofila-a (ug L) con respecto a la latitud (°).

Tabla 1.3. Resultados de los modelos aditivos generalizados (GAM). Para modelar
la biomasa se escogio la familia quasipoisson (link="log") y se uso la distribucion
gaussiana para otras variables dependientes. Prok = Pcy+BH. Los asteriscos *, **y
*** denotan los valores P de cada termino suavizado siendo <0,05, <0,01 y <0,001

respectivamente; ns: no significativo.

Variables explicativas
Modelo Latitud Clorofila-a R?
Biomasa PPP ok il 0,13
Biomasa Pcy ok ok 0,11
Biomasa BH o ok 0,24
PPP/BH ok ns 0,06
%Pcy/PPP ok o 0,17
%Pcy/Prok ok il 0,32
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En concordancia con los resultados obtenidos para cada grupo
picoplancténico por separado, los andlisis de GAM de las relaciones entre los
componentes fototroficos y heterotroficos del picoplancton (Fig. 1.17, Tabla 1.3),
muestran que existe una tendencia a aumentar la importancia relativa del PPP hacia
el ecuador en relacion a las BH, especialmente de las Pcy (dado que los resultados
de PPP/BH y Pcy/BH fueron similares, se muestra solo los resultados del primer
cociente). Por otro lado, la relacion Pcy/PPP también tiende a aumentar hacia las
zonas tropicales (Fig. 1.17), lo que coincide con nuestra hipétesis (Fig. 1.6) y con lo
observado en el océano por Flombaum et al. (2020). Estos autores sugieren que
esto podria deberse a que algunas Peuk muestran fotoinhibicién a niveles elevados
de irradiancias, pero mantienen tasas de crecimiento intermedias. Asimismo, otros
autores han demostrado que las Peuk pueden adaptarse en respuesta a distintos
niveles de irradiancia (Kulk et al., 2012; Rodriguez et al., 2005; Six et al., 2008).

El aumento de la importancia relativa de las Pcy hacia el Ecuador, tanto en
relacion a las BH como al PPP, tiene relevancia desde el punto de vista de la
transferencia de materia y energia a través de las tramas tréficas desde los
organismos mas pequefios y abundantes en la base hasta los organismos mas
grandes y escasos en niveles superiores (Dossena et al., 2012). Un incremento de
la importancia relativa de las Pcy sugiere que, en ambientes tropicales, la presion

de depredacion sobre las Pcy cobraria mayor relevancia que la bacterivoria (BH).
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Figura 1.17. Efectos parciales de la latitud y el grado trofico (clorofila-a) sobre las
contribuciones de la biomasa de distintos representantes del picoplancton aplicando
GAM.
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Relacion PC-y PE- Pcy con la transparencia (Kd)

En este trabajo se observé que PC-Pcy y PE-Pcy responden al gradiente
esperado de acuerdo a lo propuesto por Stomp et al. (2007b) donde la biomasa
relativa de PC-Pcy aumenta en sitios turbios, mientras que las PE-Pcy aumentan en
sitios mas transparentes, es decir con menor Kd (Fig. 1.18). Las Peuk presentaron
una biomasa relativa promedio de alrededor de 40% en ambientes con un Kd <2 m-
1 (i.e. oligo-mesotréficos), disminuyendo levemente hacia ambientes mas turbios.
Sin embargo, a diferencia de las PE-Pcy y PC-Pcy, y de lo planteado en la hipotesis
5 (Fig. 1.8), las Peuk estan presentes a lo largo de todo el gradiente de transparencia

sin mostrar una clara dominancia en ninguna condicion luminica.

Una posible explicacién podria estar en la capacidad de fotoaclimatacion que
poseen algunas Peuk en respuesta a la irradiancia recibida. Existen basicamente
dos tipos de adaptacion, la tipo-n es una estrategia generalista que permite que las
Peuk exploten un amplio rango de irradiancias mediante cambios en el nimero de
centros de reaccion del fotosistema Il, mientras que la tipo-o modula el tamafio de
antena de la seccion transversal del fotosistema Il la cual confina a Peuk a un
reducido rango de irradiancias (Dimier etal., 2009; Six etal.,, 2008). Ambas,
estrategias podrian favorecer la permanencia de las Peuk a lo largo de todo el

gradiente.

Otra posible explicacion para el patron observado en las Peuk es que este
grupo contiene organismos muy diversos, pertenecientes no solo a especies
diferentes, sino a linajes evolutivos muy distantes, y posiblemente con preferencias
ambientales diferentes, y distinto aprovechamiento de la energia luminica. Es
altamente probable que distintos taxones se distribuyan de manera diferencial a lo
largo de un gradiente de calidad espectral de la luz, tal como fue observado en
ambientes marinos para distintos ecotipos de Pcy (Grébert et al., 2018; Holtrop
et al., 2021).
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Figura 1.18. Abundancia relativa de los distintos componentes del PPP (PE-Pcy,
PC-Pcy y Peuk) con respecto a la transparencia. A la izquierda el trabajo presentado
por Stomp etal. (2007b) y a la derecha los datos recolectados de este trabajo
transformados a biomasa. Ajuste realizado mediante LOESS.

Por otro lado, si bien existe cierta congruencia entre la transparencia y la
composicion espectral de la luz debajo del agua (i.e. en ambientes oligotréficos y
transparentes dominan las longitudes de onda cortas dentro del PAR, mientras que
en sitios eutroéficos y turbios las longitudes de onda mas largas), en la figura 1.18 no
se esta analizando estrictamente la calidad de luz sino la transparencia del agua.
Sin embargo, los datos que tenemos disponibles sobre composicion espectral y
composicion de PPP (n=49) muestran el mismo patron hasta ahora observado:
valores de Kdred/Kdgreen bajos (i.e. mayor proporcion de luz roja) dominados por PC-
Pcy, valores altos (mayor proporcion de luz verde) dominados por PE-Pcy y Peuk
presentes en todo el gradiente con una media de aprox. 30-40% sin una tendencia
clara (Fig. 1.19).
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Figura 1.19. Importancia relativa de cada componente de PPP con respecto a la
calidad de luz (Kdred/Kdgreen).

Patron Temporal de Pcy

Al analizar la variacion temporal de las Pcy en 39 lagos se observo en primer
lugar que no todos los ambientes presentan el mismo patron estacional. En
ambientes templados del hemisferio norte los maximos de abundancia ocurren
normalmente en primavera o verano, y pueden llegar a 1,8 x 108 células mL?. En
algunos casos se observa un patron bimodal, aunque siempre circunscripto a las
épocas calidas del afio. Durante las épocas mas frias las abundancias descienden

abruptamente, inclusive llegando a ser en muchos casos indetectable.

Por otro lado, en ambientes tropicales (Sarmento, 2012) si bien existen
épocas de lluvias y de sequias, las Pcy presentan fluctuaciones a lo largo del afio
asociadas a estos eventos, no se observa una marcada temporalidad en la
abundancia de Pcy. Por el contrario, las Pcy presentan abundancias elevadas

durante todo el afio (entre 10%y 10° células mL™).
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A diferencia de los ambientes templados del hemisferio norte, las Pcy en las
lagunas pampeanas presentaron abundancias permanentemente elevadas durante
todo el afio (siempre >10° células mL?). Los maximos se registran usualmente
durante los meses mas frios (Fig. 1.20). Ademds, estas lagunas presentan
concentraciones de abundancia claramente méas altas que el resto de lagunas
analizadas cuyos maximos no superaron nunca 108 células mL?. Este patrén
también fue observado de forma recurrente en un estudio de largo término llevado
a cabo en la laguna Chascomus, donde se analiz6 la abundancia de las Pcy a lo
largo de 10 afos (Quiroga et al., 2021). Salvo aquellos afios excepcionalmente
lluviosos o excesivamente secos, los maximos de Pcy siempre ocurrieron en

invierno.

Como se discute mas adelante en el Capitulo Il de esta Tesis, este patron
ocurre a pesar de que las tasas de crecimiento de las Pcy se incrementan con la
temperatura. Una posible explicacion a este hecho podria ser la existencia de un
efecto top-down que impida a las Pcy alcanzar las abundancias esperables para
épocas calidas. En este sentido, los rotiferos, el componente del zooplancton mas
abundante de estas lagunas y que presentan tasas de depredacion significativas
(Capitulo 11I: Parte | de esta Tesis), presentan una variacion estacional exactamente
opuesta a las Pcy. Es decir, que los maximos de rotiferos coinciden con los minimos

de las Pcy.

73



"sjuaiquie eped eled elouapus) ap eau)| el ealjelb S "£8L BIP |B BlIapuodsaliod SH [9p aus-| |@ BWIO) B}SS 9p ‘SOLIa)SIIBY
soquwie ap solodoulinba soj Jip1oulod Jadey eled sepifallod uolsny (SH) INS ouBJSIWAY [ap SBYI3) SB| ‘sopeynsal So| ap
uoloeziensia Jofew eun eled ‘selajiseiq A seueadwed seunbe| :ofeqe ‘euealiawealou A eadoina uoifal g ap sepelasjodal
seunbe £ sobel op auas :equiy “(Jepueise ugioeiasep k| Jod oipialp s A susigwe 9s2 eled opsw JOJBA [@ 0]Sal

8] 8S BIOUBPUNQE 3p I0|BA BPRI B) BpEZIIBpUR)SS (|- JW SeNn@d) Ad4 ap elouepunge e ap |eiodwa) uoioeLeA "0g'| einbi4

ouelnr eiq

05€ 00€ 0s¢ 002 oSt 00l 0S

2 Apauuay| e
oloy

uiseq abeurespedeneuey

[PUURYI @IRNRULY w

>

o

c

>

e Q.

NC| SN e . . a . Q

SoRuUL| Se. - O?l\.w.vt‘uul ‘ ' £ i m

S | S8l SSJOIS *J 4w o

BRWHPIY | w— J3)M SPRMU]ST e a

e WIS e lIselg edwed o

ueyyey J2jem Jepiauuy 0]

2 120J0S e ojunuj 3 m

| 320IdS w—e INRMIUIMIS(] e o

demMSNYS w sl Y 24

OLRISRUON CPR(PS e J2JeM UOJSIUOY) e (W)

[PUSINY) e ON 1Y) s hUu.

OBSSIWOI ] wee snwodsey) 0 o

RARPURYURAY RAON] s puod dosse?) we I~

PPURSNY 3N e 0SNG e w.

AQUIOIRT e OWeoig )
eidwi e 2}UOQ BLIRH v

EJlIsWY SHON edoing

74



La abundancia del PPP y BH aumenta de forma directa con el grado tréfico,
aunque la pendiente del PPP es mayor, resultando en una mayor importancia
relativa del PPP respecto a las BH en sitios méas eutrdficos.

La contribucién del PPP a la biomasa del fitoplancton total tiende a disminuir
conforme aumenta el grado trofico, aun asi, en muchos sitios eutréficos
puede llegar a representar una fraccion significativa (>40%) de la biomasa

fitoplancténica total.

La importancia relativa de las Pcy se incrementa hacia el Ecuador, en funcion
de las PPP, Peuk y de las BH.

Dentro de las PPP, las PE-Pcy solo estuvieron presentes y dominaron
ambientes mas transparentes y las PC-Pcy solo en ambientes turbios. Las
Peuk estuvieron presentes a lo largo de todo el gradiente de transparencia,

con una abundancia relativa un poco mayor en ambientes con Kdpar<2 m=.

La abundancia relativa de los tres componentes del PPP en funcion de la
composicion espectral de la luz (i.e. Kdrea/Kdgreen), mostro un patron similar al
observado para el Kdpar: valores bajos (i.e. mayor proporcion de luz roja)
estuvieron dominados por PC-Pcy, valores altos (mayor proporcion de luz
verde) dominados por PE-Pcy, mientras que las Peuk estuvieron presentes

en todo el gradiente con una media de aprox. 30-40% sin una tendencia clara.
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CAPITULO II: PARTE |

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
PICOEUCARIOTAS FOTOSINTETICOS

Created in BioRender.com bio
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Los experimentos de laboratorio con cepas aisladas de los lagos son una
herramienta muy poderosa que permite arribar a conclusiones acerca de la ecologia
y fisiologia de estos organismos, y a su vez permite inferir acerca de su presencia
en ambientes naturales. Existen distintas técnicas para aislar organismos
fitoplancténicos, entre las mas empleadas se encuentran la dilucion seriada, el
aislamiento por separacion celular mediante micropipeta, aislamiento de colonias
en placas de agar, aislamiento por sonicacion, cell-sorting por citometria de flujo,
entre otros (Andersen & Kawachi, 2005). En este capitulo se abordaran dos de estas
técnicas comunmente utilizadas para el aislamiento de cultivos que son la
separacion celular por citometria de flujo y el cultivo en placas de agar.

La separacion celular o cell-sorting consiste en la separacion fisica de
subpoblaciones de células de interés a partir de una muestra de agua natural. Para
esto se utiliza un citometro de flujo que separa las subpoblaciones de forma
electrostatica (Fig. 2.1). Primeramente, se selecciona la poblacion que se desea
separar en base a sus caracteristicas de dispersion de la luz (SSC) y de
fluorescencia (para mas informacion sobre citometria de flujo ver introduccion
general: “Métodos de identificacién del PPP”). Posteriormente, las células de interés
son cargadas eléctricamente, y estas son separadas del resto, las cuales son
colectadas en tubos Eppendorf o en placas de cultivo (Crosbie et al., 2003b; Marie
et al., 2010).

0 o Muestra
0 0 0 o Liquido de vaina
Detector
— )
Laser | | m
Q0° /
v o ‘ _Detector
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_~— Gota de fluido
- +
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Figura 2.1. Esquema de la técnica de separacion celular mediante citometria de
flujo. Imagen tomada y modificada de https://www.bio-rad.com/featured/en/flow-

cytometer.html

El aislamiento en medio de cultivo sélido es un método muy utilizado desde
hace décadas para aislar algas cocoides y algas de suelo, es adecuado no solo por
la facilidad de uso sino también porque se pueden establecer cultivos axénicos
directamente con tratamientos adicionales. La concentracion de agar por lo general
varia entre 0,8 a 2%. El aislamiento se logra al esparcir la muestra sobre la superficie
del agar. El ansa se carga con una pequefia cantidad de muestra y luego se extiende
por todo el agar de diferentes maneras, ya sea por diseminacién en medio sélido,
agotamiento de ansa, dilucién previa o extension en superficie con espatula de
Drigalski, entro otros (Fig. 2.2). Al principio suelen quedar demasiadas células
juntas, pero a medida que aumenta la distancia entre ellas, células individuales van
guedando separadas a partir de las cuales se forman colonias. Cada colonia
corresponde a un cultivo crecido a partir de una sola célula. El tiempo de incubacién
varia desde unos pocos dias para algas de agua dulce y del suelo, hasta varios
meses para especies marinas (Andersen & Kawachi, 2005). Una vez que se
presenten algunas colonias, se procede a aislarlas del agar removiendo con un
ansa. Cuando ésta toca la colonia, algunas células van a quedar pegadas a la punta
del ansa y esta es rapidamente introducida en un recipiente estéril con medio de

cultivo fresco.
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Figura 2.2. Cultivo de Peuk aislada de la laguna de Chascomus en medio de cultivo
agarizado.
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El objetivo de este apartado fue aislar cepas de algas picoeucariotas
(Peuk) de la laguna Chascomus y caracterizarlas desde el punto de

vista morfolégico y molecular.
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Para realizar los aislamientos se combinaron técnicas de separacion celular
por citometria de flujo y aislamiento en placas. Se recolecté agua de la laguna de
Chascomus la cual fue previamente filtrada por una red de 50 um para remover
células grandes que pudieran interferir en el flujo de células del citbmetro. Las
muestras se tomaron en crioviales y se preservaron en frio para su posterior plaqueo
en medio de cultivo agarizado. Se utilizé un citbmetro de flujo FACSAria Il (Becton-
Dickinson) equipado con laser azul (emisiéon 488nm) y laser rojo (633nm). Como
fluido se utilizé PBS estéril, y previo al procesamiento de la muestra el equipo se
esterilizo segun el protocolo propuesto por Mcintyre et al. (2010). Primeramente, se
identificaron las Peuk en un grafico FL3-SSC (Fig. 2.3). Como estandar interno se
utilizé una solucion de microesferas de latex fluorescentes (Fluospheres®, 1 uym
yellow-green fluorescent 505/515, Molecular Probes), de tamafio y fluorescencia
constante, la cual fue adicionada a cada muestra antes de ser analizada.

La poblacion seleccionada se separé utilizando el criterio purity precision
mode del citdmetro. Las células fueron recolectadas en Eppendorfs que contenian
medio de cultivo MWC (Modified Wright’s Cryptophyte) (Guillard & Lorenzen, 1972).
Se colectaron entre 500 y 1500 células de Peuk en cada tubo. Del procedimiento
anterior, algunas de las muestras separadas se mantuvieron a 20°C, 11 pymol foton
m~2 sty un ciclo de fotoperiodo de luz-oscuridad de 12:12 h y se fue monitoreando
su crecimiento mediante microscopia de epifluorescencia. Las muestras
previamente aisladas por cell sorting y crecidas en medio liquido fueron repicadas
en un flujo laminar (Biotraza BBS-V800) y bajo mechero, en placas de Petri con
medio de cultivo MWC con agar 0,8%. Una vez identificadas las colonias de Peuk
se procedi6 a traspasar a medio liquido para aumentar su densidad.

Una vez aislados, los cultivos de Peuk fueron monitoreados mediante
citometria de flujo con un FACSCalibur de 4 colores (Becton Dikinson, USA).
Ademas, fueron caracterizados morfolégicamente con microscopio de campo claro
y epifluorescencia Nikon Eclipse 80i. Cada cepa fue fotografiada con una camara

digital color Nikon DS-Fil1 a 1000x con una resolucién de 20 pixels um. El tamafio

81



medio de cada cepa fue estimado midiendo entre 22 y 30 células, utilizando el
programa de analisis de imagenes Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics). El
biovolumen fue estimado aproximando la forma de las células a modelos
geomeétricos (Hillebrand et al., 1999).

Se analiz6 el espectro de absorcion de cada cepa utilizando un
espectrofotometro PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS de doble haz. Para esto los
cultivos fueron filtrados por filtros GF/F hasta que tomaron color verde. Se realiz6
un escaneo de cada filtro de 380 a 750 nm calibrado contra un blanco representado
por un filtro GF/F donde se filtr6 agua destilada.

La extraccion del ADN gendmico de las cepas aisladas se realiz6 siguiendo
el protocolo de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Fernandez Zenoff et al.,
2006). Un fragmento del gen ribosomal 18S fue amplificado mediante PCR, con
primers especificos para eucariotas 528F (5-GCGGTAATTCCAGCTCCAA-3’) y
EUKR (5-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3) (Elwood etal., 1985; Medlin
et al., 1988). Las condiciones de temperatura de amplificacion consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, alineamiento a 54°C por 30 segundos, y extension a 72°C por un minuto,
seguido de una extension final de 72°C por un minuto, finalmente se conservo la
reaccion a 12°C por tiempo indefinido. El producto de PCR fue enviado a secuenciar
por el método Sanger a MACROGEN (Seoul, South Korea). Para el procesamiento
y ensamble de las secuencias F y R se utilizo el programa Megall (Tamura et al.,
2021). Se analiz6 la similitud de las secuencias obtenidas con el banco de genes
NCBI (por sus siglas en ingles “National Center for Biotechnology Information”)
utilizando BLAST (Altschul et al., 1990).

Finalmente, y de acuerdo a los resultados del BLAST, se construyé un arbol
filogenético del género Choricystis. Para esto se descargaron del NCBI las
secuencias afiliadas a este género junto con otras tres secuencias de
Mamiellophyceae que fueron utilizadas como outgroup. Las secuencias
descargadas se alinearon junto con las secuencias de los cultivos utilizando MAFFT
V7.511 (Katoh et al., 2018). El alineamiento fue editado con AliView (Larsson, 2014).

El arbol filogenético se construyé con el software IQTree V 1.6.12 (Nguyen et al.,
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2015) con la opcion de deteccion automatica del mejor modelo para el alineamiento,
que resulté ser Tne+R2, de acuerdo con el criterio Bayesiano BIC. El soporte

estadistico de cada rama se analiz6 usando 1000 bootstrap con el comando -alrt.
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Resultados

Se lograron aislar tres cultivos de Peuk, los cuales fueron identificados con
el codigo CH-P2, CH-P3 y CH-P5. Los tres cultivos se encuentran depositados en
el cepario del Laboratorio de Ecologia Acuatica del INTECH (Fig. 2.3).

Figura 2.3. Los tres cultivos de Peuk conservados en medio liquido MWC. De cada

cultivo repicado se conservan dos generaciones anteriores.

Las células de las tres cepas aisladas presentaron forma esferoide con un

largo promedio <2um (Tabla 2.1). La cepa CH-P5 es levemente mas alargada que
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las otras dos cepas (Figuras 2.4, 2.5, 2.6), mientras que la sefial citométrica en los
tres casos es practicamente idéntica.

Tabla 2.1. Dimensiones de los tres cultivos de Peuk aislados de la laguna
Chascomus. DS= desvio estandar

Largo (um) Ancho (um) Volumen (um3) n
Promedio DS Promedio DS Promedio DS
CH-P2 1,69 0,13 0,95 0,12 0,814 0,224 30
CH-P3 1,82 0,16 0,96 0,13 0,904 0,299 28
CH-P5 1,35 0,16 0,74 0,12 0,401 0,135 22
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Figura 2.4. Cepa de Peuk CH-P2 observada mediante citometria de flujo, vy

microscopia de campo claro y epifluorescencia.
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Figura 2.5. Cepa de Peuk CH-P3 observada mediante citometria de flujo, vy

microscopia de campo claro y epifluorescencia.

Los espectros de absorcion de los tres cultivos fueron similares (Fig. 2.7),
lo que sugiere que todos poseen los mismos pigmentos fotosintéticos. En particular
se observan claramente los dos picos de absorcion correspondientes a la clorofila-

ay los dos de la clorofila-b.
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Figura 2.6. Cepa de Peuk CH-P5 observada mediante citometria de flujo, y
microscopia de campo claro y epifluorescencia.
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Figura 2.7. Espectro de absorcion de los cultivos de Peuk aislados de la laguna de

Chascomus.
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De cada una de las cepas se logré secuenciar un fragmento de >1600 pb de
la subunidad pequefia del gen ribosomal (ADNr 18S): 1672 bp (CH-P2), 1623 bp
(CH-P3) y1634 bp (CH-P5). Las tres secuencias de los cultivos presentan un
porcentaje de similitud muy elevado entre si >99.3% (Tabla 2.2). De hecho, el
andlisis de BLAST arroj6 exactamente los mismos resultados para las tres
secuencias, a modo de ejemplo se presenta la tabla con los taxones mas cercanos
para la cepa CH-P2 (Tabla 2.3) y el resumen gréafico del alineamiento con las
secuencias mas cercanas (Fig. 2.8).

En primer lugar, se observa que todas las cepas corresponden a la clase
Trebouxiophyceae con una elevada afinidad (>99% de similitud) al género
Choricystis. Por otro lado, es llamativo que el alineamiento con las secuencias mas
cercanas del gen ADNr 18S presenta una region de alrededor de 660 bp (entre las
posiciones 545 y 1110 aproximadamente) que no se alinea con dicho gen. Es
altamente probable que esta porcion de ADN corresponda a un intron. De acuerdo
a Proschold & Darienko (2020) la presencia de intrones en el gen ADNr 18S es
comun dentro de las Trebouxiophyceae, y en particular dentro de este género. Dicho
intron aparece en los tres cultivos secuenciados. Ademas, es interesante destacar
gue las diferencias encontradas entre los cultivos (Tabla 2.2) se encuentran
exclusivamente en esta region, mientras que los extremos correspondientes al gen
18S propiamente dicho (las primeras 545 bases y las dUltimas 520 bases
aproximadamente) son idénticas en los tres cultivos, lo que nos estaria indicando

gue las tres cepas aisladas corresponden muy probablemente a la misma especie.

Tabla 2.2. Similitud entre las tres secuencias de los cultivos.

N° de pares bases

similares/total % de similitud
CH-P2 vs CH-P3 1621/1630 99,45%
CH-P2 vs CH-P5 1632/1643 99,33%
CH-P3 vs CH-P5 1621/1623 99,88%
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Tabla 2.3. Descripcion de las secuencias mas cercanos a la secuencia de la cepa
CH-P2 alineados por el NCBI.

Choricystis sp. NIES-4292 65% 100% 3182 LC472538.1
Choricystis sp. AS-29 65% 99.82% 1797 AY195972.1
Uncultured eukaryote clone 34% 99.45% 632 0L489760.1
18S-Cisnes-OTE7
Trebouxiophyceae sp. M- 65% 99.27% 861458 CP089457.1
hakoo 311 strain
Choricystis limnetica strain 65% 99.27% 2935 MT423986.1
SAG 251-2
Choricystis sp. AS 5-1 65% 99.27% 1791 AY195970.1
Nannochloris sp. SAG 251-1 65% 99.27% 1792 AB080306.1
Nannochloris sp. 65% 99.27% 2214 X81965.1
Choricystis sp. NIES-2342 65% 99.10% 1642 AB488587.1
Choricystis sp. Pic8/18P-11w 65% 98.90% 1797 AY197629.1
| | | Queny | |
1 300 600 900 1200 1500

Figura 2.8. Resumen grafico del alineamiento de las primeras secuencias del BLAT

con la secuencia de la cepa CH-P2.

El arbol filogenético construido con nuestras secuencias junto con otras
secuencias de Choricystis (Fig. 2.9) reproduce el arbol publicado por Préschold &
Darienko (2020). Estos autores, ademas de comparar las secuencias del gen ADNr
18S, realizaron un estudio exhaustivo del género Choricystis integrando informacion
relacionada con la morfologia, secuencia del gen ADNr 18S, haplotipos y estructura
secundaria del ITS-2, y llegaron a la conclusion de que este género estd compuesto
por tres especies. En nuestro caso, las tres secuencias aparecen juntas dentro del

clado correspondiente a Choricystis krienitzii, por lo que podemos concluir que las
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cepas aisladas de la laguna Chascomus en el marco de esta Tesis corresponden a

esta Ultima especie.

JF794053.1_Mamiellophyceae sp. RCC2285

FN562452.1_Micromonas pusilla M1681

0.02

FN562453.1_Bathycoccus prasinos SCCAP K 0417

AY195970.1_Choricystis sp.

AY195972.1_Choricystis sp.

AY762605.1_Choricystis sp.
AB488587.1_Choricystis sp.
CH-P2
CH-P5
CH-P3
AY195975.1_Choricystis sp.
AY543051.1_Choricystis sp.
X89012.2_Choricystis minor
AY543052.1_Choricystis sp.
AB109544.1_Choricystis sp.
AY220082.1_Choricystis sp.
I AY197623.1_Choricystis sp.
KX139548.1_Choricystis parasitica
KX139549.1_Choricystis parasitica
KX139550.1_Choricystis parasitica

KX139547.1_Choricystis parasitica

AB488584.1_Choricystis sp.
‘~7 AB488586.1_Choricystis sp.
AB488585.1_Choricystis sp.

‘I FN298929.1_Choricystis sp.

FN298930.1_Choricystis sp.

- GU067789.1_Uncultured Choricystis

L —  AY197629.1_Choricystis sp

| C. limnetica

C. krienitzii

C. parasitica

Figura 2.9. Arbol filogenético del género Choricystis construido con el gen ADNr

18S.

Las tres secuencias fueron incorporadas a la base de datos NCBI con los
siguientes numeros de acceso: OQ509006 CH-P2, OQ509007 CH-P3 y OQ509008

CH-P5.
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FASTA de las tres secuencias

>CH-P2
gctcgtagttggatttcgggcggggcctgeccggtecgcecttttggtgtgcactggcagggtecgecttgetgecgggg
acgggctcctgggcttcactgtccgggactcggagtcggcegtggttactttgagtaaattagagtgttcaaagcagg
cttacgctctgaatacattagcatggaataacgcgataggactctggcectatcttgttggtctgtgggaccggagtaat
gattaagagggacagtcgggggcattcgtatttcattgtcagaggtgaaattcttggatttatgaaagacgaactact
gcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaatcaagaacgaaagttgggggctcgaagacgattagataccgtcct
agtctcaaccataaacgatgccgactagggattggggggtgttcctttgatgacccccccagcaccttatgagaaat
caaagtttttgggttccggggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaaggaattgacggaagggcaccaccag
gcgttaaaaatgctctagcgcecagtggecgggagaccggtcgcetagtetgeccgegegceaatcggegegggagg
cgacaccttcaaattgcgggaacgccctaaagctcgegegtaccaagcagcacattcccgaaagggggcetgtgg
ccggggtaacgacccaGGgTACGgtaacaaccgcgcgagatgcaccaatgggttacctgcagccaagtect
accggtcggttcacaccgacccatggatgcagttcacagactaaatggaggtgggcacagagaagaaacacaa
cttacacAAAaaacattcatcatggcgactggccgtticttgacgaccgtttcttttTGAaaGTGTtttTtgttgga
cgttgtgtggGacTttaaaaaaataaaaacaatgtgcatAaattgcataaAtcaTtitttATttttagtgcttaagata
tagtcggcccccaccgagaggtggtcggcgggaggaacccggegtcgegecgggggagageccgtcgagegt
cccgatagtactgggcggcgcaagccgattcccagggcectgaagtgectggcgacgcggaaccagegggage
ctgcggcttaatttgactcaacacgggaaaacttaccaggtccagacatagtgaggattgacagattgagagctctt
tcttgattctatgggtggtggtgcatggcecgttettagttggtgggttgecttgtcaggttgattccggtaacgaacgaga
cctcagcctgctaaatagtcecggcttggttettccaggtegcetgacttcttagagggactctcggygactagecgatgg
aagtgtgaggcgataacaggtctgtgatgcccttagatgttctgggecgcacgcgcegctacactgatgcaatcaac
gagcctaaccttggccggaaggtccgggtaatctgtgaaactgcatcgtgatggggctagattattgcaattattaat
cttcaacgaggaatgcctagtaagcgcgattcatcagatcgegttgattacgtccctgecctttgtacacaccgcececg

tcgctcctaccgattgggtgtgctggtgaaatgttgggattggeggttgatggeggttcgecgeactetge

>CH-P3

gctcgtagttggatttcgggcggggcectgecggtecgccttttggtgtgcactggcagggtecgecttgetgeegggg
acgggctcctgggcttcactgtccgggactcggagtcggegtggttactttgagtaaattagagtgttcaaagcagg

cttacgctctgaatacattagcatggaataacgcgataggactctggcectatcttgttggtctgtgggaccggagtaat
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gattaagagggacagtcgggggcattcgtatttcattgtcagaggtgaaattcttggatttatgaaagacgaactact

gcgaaagcatttgccaaggatgttttcattaatcaagaacgaaagttgggggctcgaagacgattagataccgtect
agtctcaaccataaacgatgccgactagggattggggggtgttcctttgatgaccccecccageaccttatgagaaat
caaagtttttgggttccggggggagtatggtcgcaaggcetgaaacttaaaggaattgacggaagggcaccaccag
gcgttaaaaatgctctagcgccagtggccgggagaccggtcgctagtctgeccgegegcaatcggegegggagg

cgacaccttcaaattgcgggaacgccctaaagcetcgegegtaccaagcagceacattcccgaaagggggctgtgg
ccggggtaacgacccagggtacggtaacaaccgcgcgagatgcaccaatgggttacctgcagcecaagtectac

cggtcggttcacaccgacccatggatgcagttcacagactaaatggaggtgggcacagaaaagaaacacaactt
acacAAaaaacattcaacatggcgactggccgtttcttgacgaccgtttcttttgaaagtgtttttgttggacgttgtgtg
gacttaaaaaaataaaaacaatgtgcataattgcataatcaTtttttattttagtgcttaagatatagtcggcccccacc
gagaggtggtcggcgggaggaacccggcegtcgegecgggggagageccgtcgagegteeecgatagtactggg
cggcgcaagccgattcccagggcctgaagtgectggecgacgcggaaccagcgggagectgcggcttaatttgac
tcaacacgggaaaacttaccaggtccagacatagtgaggattgacagattgagagctctttcttgattctatgggtgg
tggtgcatggcecgttcttagttggtgggttgecttgtcaggttgattccggtaacgaacgagacctcagectgctaaat

agtccggcttggttcttccaggtcgcetgacttcttagagggactctcggygactagecgatggaagtgtgaggegata
acaggtctgtgatgcccttagatgttctgggccgceacgegegctacactgatgcaatcaacgagcectaaccttggec
ggaaggtccgggtaatctgtgaaactgcatcgtgatggggctagattattgcaattattaatcttcaacgaggaatgc

ctagtaagcgcgattcatcagatcgcegttgattacgtcectgecctttgtacacaccgeccgtcgcetectaccgattgg

gtgtgctggtga

>CH-P5
gctcgtagttggatttcgggcggggcectgecggtecgccttttggtgtgcactggcagggtcecgecttgetgeccgggg
acgggctcctgggcttcactgtccgggactcggagtcggegtggttactttgagtaaattagagtgttcaaagcagg
cttacgctctgaatacattagcatggaataacgcgataggactctggcectatcttgttggtctgtgggaccggagtaat
gattaagagggacagtcgggggcattcgtatttcattgtcagaggtgaaattcttggatttatgaaagacgaactact
gcgaaagcatttgccaaggatgttticattaatcaagaacgaaagttgggggctcgaagacgattagataccgtcct
agtctcaaccataaacgatgccgactagggattggggggtgttcctttgatgacccccccagcaccttatgagaaat
caaagtttttgggttccggggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaaggaattgacggaagggcaccaccag
gcgttaaaaatgctctagcgccagtggccgggagaccggtcgcetagtctgecgegegcaatcggegegggagg
cgacaccttcaaattgcgggaacgccctaaagctcgcgegtaccaagcagcacattcccgaaagggggctgtgg

ccggggtaacgacccagggtacggtaacaaccgcgcgagatgcaccaatgggttacctgcagcecaagtectac
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cggtcggttcacaccgacccatggatgcagttcacagactaaatggaggtgggcacagaaaagaaacacaactt
acacAaaaacattcaacatggcgactggccgtttcttgacgaccgtttcttttgaaagtgtttttgttggacgttgtgtgg

acttaaaaaaataaaaacaatgtgcataattgcataatcatttttattttagtgcttaagatatagtcggcccccaccga
gaggtggtcggcgggaggaacccggegtcgcgecgggggagagceccgtcgagegtecccgatagtactgggeg
gcgcaagccgattcccagggcectgaagtgectggcgacgcggaaccagegggagcectgeggcttaatttgacte

aacacgggaaaacttaccaggtccagacatagtgaggattgacagattgagagctctttcttgattctatgggtggtg
gtgcatggccgttcttagttggtgggttgccttgtcaggttgattccggtaacgaacgagacctcagectgctaaatag

tccggcttggttcttccaggtcgctgacttcttagagggactctcggygactagccgatggaagtgtgaggegataac
aggtctgtgatgcccttagatgttctgggccgcacgegegctacactgatgcaatcaacgagcctaaccttggecgg
aaggtccgggtaatctgtgaaactgcatcgtgatggggcetagattattgcaattattaatcttcaacgaggaatgcecta
gtaagcgcgattcatcagatcgcegttgattacgtccctgecctttgtacacaccgeccgtegetectaccgattgggtg

tgctggtgaaatgttgggattg
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CAPITULO II: PARTE Il

EFECTO DE LA INTENSIDAD DE LUZ Y LA
TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO DE
PICOCIANOBACTERIAS Y PICOEUCARIOTAS
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Tal y como se menciona en la introduccion (ver “Patrones Globales”), en
lagos templados oligo-mesotroéficos la abundancia del PPP a lo largo del afio suele
presentar un patron bimodal, con dos picos de abundancia en primavera y verano,
dominados principalmente por Pcy (Stockner et al., 2000). Dicho patron ha sido
reportado para un amplio rango de lagos profundos y templados, y estéa relacionado
fundamentalmente con la estratificacion y las condiciones de mezcla de la columna
de agua (Callieri & Piscia, 2002; Padisak et al., 1997; Sgndergaard, 1991; Voros
etal.,, 1998; Weisse, 1988, 1993; Nwosu et al., 2021). En otros ambientes de
caracteristicas similares también se ha reportado un solo pico de abundancia en
primavera (Fahnenstiel et al., 1991; Pick & Agbeti, 1991; Pantoja-Agreda & Otero-
Morales, 2017). De acuerdo a estas evidencias, los picos maximos de abundancia
de las Pcy siempre se presentan en los meses calidos, mientras que las Peuk
presentan sus picos de abundancia maxima en meses invernales (Fahnenstiel et al.,
1991; Hepperle & Krienitz, 2001; Malinsky-Rushansky et al., 1995; Mozes et al.,
2006; Porter et al., 1988; Sgndergaard, 1991; Felfdldi, 2020). Un patrén similar fue
observado en el lago Kineret y en el lago somero Balaton (Malinsky-Rushansky
et al., 1995). Pick & Agbeti (1991) observaron una relacion positiva entre la biomasa
de Peuk y el coeficiente de atenuacion de la luz en ambientes oligotroficos y
mesotroéficos, 1o que les permitiria, segun estos autores, adaptarse a condiciones
luminicas desfavorables.

En lagos someros, eutréficos o hipereutroficos el PPP también presenta un
patron bimodal con un pico de abundancia generalmente en primavera (Mézes
et al., 2006; Sime-Ngando, 1995; Voros et al., 1991; Voros et al. 2009). En estos
ambientes, a menudo se observa una dinamica estacional del PPP donde las Pcy
dominan en épocas de mayor temperatura y las Peuk tienden a dominar en meses
mas frios (Callieri, 2008; Somogyi et al., 2009).

En las lagunas pampeanas, naturalmente eutréficas y con alta turbidez se
observa una estacionalidad marcada en la temperatura, en la produccién primaria y
en las propiedades oépticas (Pérez et al.,, 2011; Torremorell et al., 2007, 2009).

Debido a la baja transparencia registrada en estos ambientes turbios, la produccién

95



primaria se encuentra limitada por luz (Allende et al., 2009; lachetti & Llames, 2015;
Torremorell et al., 2007). En estas lagunas, el PPP es muy abundante y esta
representado en su mayoria por Pcy, salvo en algunos pocos sitios donde pueden
predominar las Peuk (Allende et al., 2009; Fermani et al., 2015; Izaguirre et al.,
2014; Silvoso et al., 2011).

Contrariamente a lo observado en otros ambientes, y tal como se discutio en
el Capitulo | (Fig. 1.21), en las lagunas de la region pampeana las Pcy presentan
sus maximos de abundancia en los meses de invierno y las Peuk durante la
primavera (Huber et al., 2017; Quiroga et al., 2021). Estos resultados nos llevan a
plantearnos por qué se observa este patron temporal de Pcy y Peuk aparentemente
contradictorio con la bibliografia ¢Por qué las Pcy presentan sus maximos en los
meses de menor irradiancia y temperatura? ¢ Como responden las Pcy y Peuk bajo

distintas condiciones de irradiancia y temperatura?

Para evaluar este comportamiento peculiar de las Pcy, se disefiaron una serie
de experimentos en donde se evaluo simultdneamente el efecto de la luz incidente

y la temperatura sobre distintos organismos picoplancténicos fotosintéticos.
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Evaluar las tasas de crecimiento in vitro de cepas de Pcy y Peuk
aisladas de la laguna Chascomus ante diferentes condiciones de luz y

temperatura.

H1: Las tasas de crecimiento de las cepas de Pcy y Peuk aumentan con

la intensidad luminica y con la temperatura.

H2: A iguales condiciones de luz y temperatura, las tasas de crecimiento

de las Peuk son mayores que las de las Pcy.
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Condiciones de cultivo y disefio experimental

Para este experimento se utilizaron una cepa de Pcy y una de Peuk
previamente aisladas de la laguna de Chascomus. La cepa de PC-Pcy (CH-040)
utilizada en los experimentos fue aislada de la Laguna Chascomus por Maria Paula
Huber en el marco de su Tesis doctoral (Huber, 2017) y corresponde
filogenéticamente al Clado PV del género Synechococcus basado en informacion
gue se obtuvo de la secuenciacion del gen ribosomal 16S. Este cultivo se mantuvo
en el medio BG-11 (Rippka, 1988), que es especifico para cianobacterias de agua
dulce, a 20°C, 11 ymol foton m=2 s™* y con fotoperiodo de luz-oscuridad de 12:12 h.

La cepa de Peuk (CH-P2) utilizada en estos experimentos, fue aislada en el
marco de esta Tesis Doctoral (ver Capitulo II, Parte 1). Esta cepa, al igual que la
cepa CH-40 se mantuvo en medio BG-11 (Rippka, 1988 a 20°C, 11 pmol foton m2

s~y con fotoperiodo de luz- oscuridad de 12:12 h.

El disefio experimental consistié en un disefio factorial de tres temperaturas
diferentes (25, 20 y 15°C) y tres intensidades de luz diferentes: luz alta o LA (225
umol fotén m2s?), luz media o LM (125 pmol fotébn m2s?) y luz baja o LB (50 pmol
fotobn m2st). Para esto se usaron dos camaras de cultivo B.O.D. (411, Nova Etica)
y una camara de crecimiento (Jeio Tech GC-300/1000), cada una representd una
temperatura diferente, y en cada una de éstas, se instalaron 2 tiras de luces LED
(5630 1P20), blanco frio y blanco calido de alta potencia (Fig. 2.10). Se utilizé un
espectrometro Ocean optics (USB2000) para medir la irradiancia, la cual fue
ajustada a las intensidades respectivas de cada tratamiento con ayuda de

mediasombras de distinto grosor (Figura 2.11).
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Figura 2.10. Espectro de emisién de las tiras led blanco frio y blanco calido utilizadas
en el experimento.
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Figura 2.11. Esquema del disefio experimental. En cada camara de cultivo se
configuré una temperatura diferente. Las diferentes irradiancias requeridas fueron

ajustadas en cada estante agregando mediasombra.
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En cada cdmara de cultivo se utilizaron 27 frascos de vidrio Schott de
borosilicato (Duran) de 250 mL de capacidad con 100 mL de muestra cada uno.
Para cada condicién de luz y temperatura se evalu6 el crecimiento de cada cepa en
cultivos batch (sin agregado de medio de cultivo durante el experimento) creciendo
sola, y en mezcla (Pcy+Peuk). Todos los ensayos se realizaron por triplicado
partiendo de una densidad inicial de ~2 x 10° células mL™*. El inéculo provino en
cada caso de un cultivo madre que se encontraba en fase de crecimiento
exponencial. Para todo el disefio experimental, tanto el medio de cultivo (BG-11,
Rippka, 1988) como todo el material utilizado fue previamente esterilizado.
Adicionalmente, los cultivos fueron agitados manualmente para evitar la
sedimentacién. La abundancia de cada cepa se estimoé diariamente durante 30 dias

utilizando un citometro de flujo

Citometria de flujo

Para estimar la abundancia de cada cepa se utilizd un citbmetro de flujo
FACSCalibur de 4 colores (Becton Dikinson, USA) equipado con un laser estandar
de iones de argdn de emision azul (A= 488 nm) y un laser de diodo rojo (A=635 nm),
lo cual permite adquirir hasta 6 parametros simultaneamente: 4 fluorescencias (FL1,
FL2, FL3, FL4) ademas de la luz dispersada en un angulo de 90° (side scatter, SSC)
y la dispersion de la luz hacia adelante (forward scatter, FSC). En particular, El FSC
esta relacionado con el tamafio y la morfologia de las particulas, mientras que el
SSC esta asociado a la complejidad interna de la célula, y en particulas pequenias,
también con el tamafio. ElI FL3 corresponde a la fluorescencia roja luego de ser
excitada con la luz azul (A= 488nm excitacién, 670nm LP emision) que permite
detectar la autofluorescencia de la clorofila-a. ElI FL4 es la fluorescencia roja luego
de ser excitado con luz roja (A= 435nm excitacion, 661/61 nm BP emision) y
corresponde a la autofluorescencia de la ficocianina. Para evitar el recuento de
“dobletes”, previo al recuento de las células de Pcy y Peuk se hicieron diluciones
conforme iban creciendo ambas poblaciones de modo de mantener una tasa de
<1500 eventos segundo™. En todos los casos las muestras se analizaron durante

tres minutos a velocidad High (60,012 pL mint). Las Pcy fueron identificadas en
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citogramas de emision FL3 vs. FL4 mientras que las Peuk se identificaron en
citogramas FL3 vs. SSC (Fig. 2.12).

1
10 <
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0 1 2 3 4
10 10 10 10 10 10 10

Fluorescenciaroja al excitar con luz roja (FL4) Dispersiénde luz a 90° (SSC)

Fluorescenciaroja al excitar con luz azul (FL3)

Figura 2.12. Ejemplo de un citograma donde se observan las poblaciones de

picocianobacterias (Pcy) y picoeucariotas (Peuk). Datos tomados de esta tesis.

Las muestras procesadas fueron analizadas con el programa FlowJo 7.6. La
abundancia de ambas cepas fue calculada siguiendo la metodologia propuesta por
Gasol & Moran (2015). Para el célculo de la densidad se consideraron las diluciones
y la velocidad de la muestra para convertir el nimero de eventos en abundancia
(cel. mL1).

Analisis de datos

El crecimiento de cada una de las réplicas a lo largo del tiempo de incubacion
se ajustd a una curva de crecimiento logistica con el programa estadistico PAST
(Hammer et al., 2001), utilizando la siguiente ecuacion:

a

y:1+bec"
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donde « es la capacidad de carga de la poblacion (cel. mLt), b es un parametro que
permite conocer qué tanto se aleja a de la abundancia inicial de la poblacion, c es

la tasa de crecimiento (d!) y x el tiempo (d).

Para comparar las tasas de crecimiento de cada cepa en los distintos
tratamientos se realizaron ANOVAs de dos factores (luz, temperatura) con el
programa de analisis estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2020). Para todos los
calculos se comprobaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad cuando
correspondid. Cuando el ANOVA fue significativo (P<0,05) se buscaron diferencias
significativas entre los tratamientos mediante comparaciones post-hoc usando el

test de Tukey.
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Experimentos de tasa de crecimiento

Se observé un crecimiento positivo en todos los tratamientos cuando las
cepas de Pcy (Fig. 2.13) y Peuk (Fig. 2.14) crecieron solas. Lamentablemente el
tratamiento de 15°C de Pcy tuvo que ser descartado por un inconveniente logistico
durante el experimento. En lineas generales, las tasas de crecimiento fueron mas
altas a mayor temperatura (25°C), y las de Peuk tendieron a ser mayores que las
de Pcy (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Valor promedio de las tasas de crecimiento (d?!) de las distintas cepas
crecidas individualmente bajo diferentes condiciones de luz y temperatura al cabo
de 30 dias.

Cepa Irradiancia Temperatura (°C)
(umol foton m2s™)
25 20 15
Pcy 225 0,25 0,15
125 0,23 0,12
50 0,20 0,17
Peuk 225 0,60 0,16 0,20
125 0,44 0,28 0,18
50 0,35 0,11 0,16
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Figura 2.13. Curvas de crecimiento de Pcy a 25y 20°C, y a tres intensidades de Luz
diferentes: Luz Alta (LA), Luz Media (LM) y Luz Baja (LB). Las barras indican el

desvio estandar.
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Figura 2.14. Curvas de crecimiento de Peuk a 25, 20 y 15°C, y a tres intensidades
de Luz diferentes: Luz Alta (LA), Luz Media (LM) y Luz Baja (LB). Las barras indican

el desvio estandar.

La tasa de crecimiento de Pcy (Fig. 2.15) varid significativamente entre
temperaturas (P<0,05), siendo mayor a 25°C (0,23+0,02 d!) que a 20°C (0,14+0,02

d?). Con respecto a la intensidad de luz, no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos (P>0,05).
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Figura 2.15. Tasas de crecimiento de la cepa de picocianobacterias (Pcy) y de
picoeucariotas (Peuk) a distintas temperaturas (25, 20 y 15°C) y distintas
intensidades de luz (225, 125 y 50 pmoles fotdon m=2 s?). El asterisco (* y ™)
representa diferencias significativas (P<0,05) entre temperaturas, para ambas
cepas 25°C fue diferente de las demas temperaturas. Letras iguales indican que no

hay diferencias significativas entre intensidades de luz,

Las tasas de crecimiento de las Peuk también mostraron diferencias
significativas entre temperaturas (P<0.0001), siendo 25°C la temperatura que
presentd diferencias con respecto a 20 y 15°C (Fig. 2.15). Las dos temperaturas
mas bajas no mostraron diferencias significativas entre si. La tasa media de
crecimiento para 25°C (promediando las tres irradiancias) fue de 0,46+0,02 d*
mientras que para 20 y 15°C fue de 0,19+0,02 d' y 0,18+0,02 d*, respectivamente.
En cuanto a las distintas intensidades de luz se encontraron diferencias
significativas entre las tasas de crecimiento (promedio) a LAy LM (0,32+0,02 d! y
0,30£0,02 d?!) con respecto a LB (0,21+0, 02 d1).

Al disponer ambas cepas juntas se observé que las Pcy desplazaron a las
Peuk en condiciones de LA y LM, mientras que, en la intensidad luminica mas baja

(LB), predominaron las Peuk por sobre las Pcy (Fig. 2.16). A 25°C si bien las Peuk
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dominaron durante los primeros dias de incubacion, éstas fueron reemplazadas por

las Pcy en LAy LM.
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Figura 2.16. Curvas de crecimiento de la mezcla de picocianobacterias (Pcy) y

Picoeucariotas (Peuk) a 25 y 20°C. Para cada temperatura se establecieron 3

intensidades de Luz: Luz Alta (LA), Luz Media (LM) y Luz Baja (LB).

Revisién bibliografica

Se realiz6 una revision bibliografica de tasas de crecimiento de Pcy y Peuk

para contrastar con los resultados de los experimentos realizados en esta Tesis

(Tablas 2.5y 2.6).
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Tabla 2.5. Tasas de crecimiento calculadas en este trabajo para picocianobacteria
(Pcy) y recopiladas de la literatura. Temp. = temperatura.

Temp Irradiancia Cepao especie Tasa Fuente
: umoles m2s dl
OC 1
25 225 CHO040 0,34 Este trabajo
25 225 CHO040 0,22 Este trabajo
25 225 CHO040 0,19 Este trabajo
25 125 CHO040 0,25 Este trabajo
25 125 CHO040 0,27 Este trabajo
25 125 CHO040 0,16 Este trabajo
25 50 CHO040 0,26 Este trabajo
25 50 CHO040 0,21 Este trabajo
25 50 CHO040 0,14 Este trabajo
20 225 CHO040 0,10 Este trabajo
20 225 CHO040 0,13 Este trabajo
20 225 CHO040 0,22 Este trabajo
20 125 CHO040 0,07 Este trabajo
20 125 CHO040 0,11 Este trabajo
20 125 CHO040 0,16 Este trabajo
20 50 CHO040 0,14 Este trabajo
20 50 CHO040 0,19 Este trabajo
20 50 CHO040 0,17 Este trabajo
20 28 WH7803 0,90 Hauschild et al., 1991
20 28 48B66 0,67 Hauschild et al. 1991
20 28 Synechococcus 0,98 Hauschild et al. 1991
leopoliensis
20 28 WH5701 0,78 Hauschild et al. 1991
20 28 Green Bay 0,62 Hauschild et al. 1991
20 10 BO8801 0,40 Moser et al., 2009
20 10 MW100C3 0,23 Moser et al. 2009
20 100 BO8801 0,42 Moser et al. 2009
20 100 MW100C3 0,90 Moser et al. 2009
20 20 Synechococcus 0,56 Callieri et al., 1996
20 20 Synechococcus 0,31 Callieri et al. 1996
15 6 WH7803 0,10 Campbell &
Carpenter, 1986
20 21 WH7803 0,32 Campbell y Carpenter
1986
25 6 WH7803 0,22 Campbell y Carpenter
1986
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25
20
25
25
25
25
25
25
25

20
20
20
20
20

25

27,5

30

32,5

35

18
20
22
26
28
30

55

21

55

21

55

55

25
25
25
25
80

80

80

80

80

80

80
80
80
80
80
80

WH7803
WH8107
WH8107
WH8107
WH8107
WH8012
WH8012
WH8012
WH8108

ALMO 03
ROS 04
WH 7803
WH 8103
PCC 6301
Synechococcus
elongatus
PCC 6301
Synechococcus
elongatus
PCC 6301
Synechococcus
elongatus
PCC 6301
Synechococcus
elongatus
PCC 6301
Synechococcus
elongatus
PCC 6301
Synechococcus
elongatus
A15-37
A15-37
A15-37
A15-37
A15-37
A15-37

0,90
0,25
0,29
0,54
0,70
0,47
0,75
1,02
0,76
0,49
0,33
0,17

0,48
0,30

0,67

0,64

0,72

0,82

0,91

0,13
0,48
0,72
0,91
0,88
1,05

Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Campbell y Carpenter
1986
Jacquet et al., 2001
Jacquet et al. 2001
Jacquet et al. 2001
Jacquet et al. 2001
Larling et al., 2013

Lurling et al. 2013

Lurling et al. 2013

Lurling et al. 2013

Lurling et al. 2013

Lurling et al. 2013

Pittera et al., 2014
Pittera et al. 2014
Pittera et al. 2014
Pittera et al. 2014
Pittera et al. 2014
Pittera et al. 2014
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32
34
35
18
20
24
28
30
32
34
35
16
18
20
22
26
28
30
32
34
35
16
18
20
22
24
26
30
12
14
16
18
20
22
26
10
12
14
16
18
20
22
24

80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80

A15-37
A15-37
A15-37
M16.1
M16.1
M16.1
M16.1
M16.1
M16.1
M16.1
M16.1
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
WH7803
ROS8604
ROS8604
ROS8604
ROS8604
ROS8604
ROS8604
ROS8604
MVIR-16-2
MVIR-16-2
MVIR-16-2
MVIR-16-2
MVIR-16-2
MVIR-16-2
MVIR-16-2
MVIR-18-1
MVIR-18-1
MVIR-18-1
MVIR-18-1
MVIR-18-1
MVIR-18-1
MVIR-18-1
MVIR-18-1

1,70
1,71
1,13
0,44
0,66
1,03
1,58
1,80
2,04
191
1,27
0,15
0,51
0,80
0,94
1,20
1,31
1,58
2,31
2,51
0,61
0,26
0,39
0,58
0,68
0,73
0,83
0,55
0,27
0,57
0,68
0,77
0,86
1,02
0,81
0,24
0,34
0,38
0,44
0,60
0,71
0,82
0,81

Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.
Pittera et al.

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
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25 | 80 MVIR-18-1 0,60  Pittera et al. 2014

20 80 Synechococcus 0,32 Fu et al., 2007
CCMP1334

24 80 Synechococcus 0,66 Fu et al. 2007
CCMP1334

Tabla 2.6. Tasas de crecimiento calculadas en este trabajo para picoeucariotas
(Peuk) y recopiladas de la literatura. Temp. = temperatura.

Temp Irradiancia Cepao Tasa Fuente
umoles m- especie d?

OC ZS-l

25 225 CH-P2 0,63 Este trabajo
25 225 CH-P2 0,58 Este trabajo
25 225 CH-P2 0,60 Este trabajo
25 125 CH-P2 0,36 Este trabajo
25 125 CH-P2 0,50 Este trabajo
25 125 CH-P2 0,46 Este trabajo
25 50 CH-P2 0,18 Este trabajo
25 50 CH-P2 0,47 Este trabajo
25 50 CH-P2 0,38 Este trabajo
20 225 CH-P2 0,16 Este trabajo
20 225 CH-P2 0,13 Este trabajo
20 225 CH-P2 0,20 Este trabajo
20 125 CH-P2 0,34 Este trabajo
20 125 CH-P2 0,15 Este trabajo
20 125 CH-P2 0,36 Este trabajo
20 50 CH-P2 0,10 Este trabajo
20 50 CH-P2 0,10 Este trabajo
20 50 CH-P2 0,14 Este trabajo
20 225 CH-P2 0,23 Este trabajo
20 225 CH-P2 0,23 Este trabajo
20 225 CH-P2 0,19 Este trabajo
20 125 CH-P2 0,18 Este trabajo
20 125 CH-P2 0,18 Este trabajo
20 125 CH-P2 0,22 Este trabajo
20 50 CH-P2 0,13 Este trabajo
20 50 CH-P2 0,22 Este trabajo
20 50 CH-P2 0,34 Este trabajo
15 225 CH-P2 0,20 Este trabajo
15 225 CH-P2 0,19 Este trabajo
15 225 CH-P2 0,22 Este trabajo
15 125 CH-P2 0,18 Este trabajo
15 125 CH-P2 0,21 Este trabajo
15 125 CH-P2 0,16 Este trabajo
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15
15
15
20
20
20
20
20
20
20
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22

50
50
50
25
25
25
25
25
25
60
20
85
180
400

800

20

85

180

400

800

20

85

180

CH-P2
CH-P2
CH-P2
Bathycoccus
prasinus
Bolidomonas
pacifica
Micromonas
pusilla
Pelagomonas
calceolata
Pycnococcus
provasolii
Pelagomonas
calceolata
Pelagomonas
calceolata
Ostreochoccus
RCC365
Ostreochoccus
RCC365
Ostreochoccus
RCC365
Ostreochoccus
RCC365
Ostreochoccus
RCC365
Ostreochoccus
RCC501
Ostreochoccus
RCC501
Ostreochoccus
RCC501
Ostreochoccus
RCC501
Ostreochoccus
RCC501
Ostreochoccus
RCC501
Ostreochoccus
OTH95
Ostreochoccus
OTH95
Ostreochoccus
OTH95
Ostreochoccus
OTH95

0,17
0,14
0,18
0,23
0,91
0,37
0,50
0,51
0,35
0,30
0,64
1,04
1,15
1,08
0,86
0,02
0,56
1,08
1,10
1,15
0,91
0,06
0,64
0,96

1,16

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Jacquet et al., 2001

Jacquet et al. 2001

Jacquet et al. 2001

Jacquet et al. 2001

Jacquet et al. 2001

Dimier et al., 2009

Dimier et al. 2009

Rodriguez et al.,
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.
Rodriguez et al.

Rodriguez et al.

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005
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22 400 Ostreochoccus 1,12 Rodriguez et al. 2005
OTH95

22 800 Ostreochoccus 1,00 Rodriguez et al. 2005
OTH95

22 5 Ostreochoccus 0,12 Rodriguez et al. 2005
RCC141

22 20 Ostreochoccus 0,68 Rodriguez et al. 2005
RCC141

22 85 Ostreochoccus 0,80 Rodriguez et al. 2005
RCC141

22 180 Ostreochoccus 0,89 Rodriguez et al. 2005
RCC141

22 400 Ostreochoccus 0,53 Rodriguez et al. 2005
RCC141

22 5 Ostreochoccus 0,21 Rodriguez et al. 2005
RCC143

22 20 Ostreochoccus 0,72 Rodriguez et al. 2005
RCC143

22 85 Ostreochoccus 0,70 Rodriguez et al. 2005
RCC143

22 180 Ostreochoccus 0,55 Rodriguez et al. 2005
RCC143

22 400 Ostreochoccus 0,21 Rodriguez et al. 2005
RCC143

22 20 Ostreochoccus 0,60 Rodriguez et al. 2005
RCC420

22 85 Ostreochoccus 0,99 Rodriguez et al. 2005
RCC420

22 180 Ostreochoccus 1,12 Rodriguez et al. 2005
RCC420

22 400 Ostreochoccus 1,05 Rodriguez et al. 2005
RCC420

22 800 Ostreochoccus 0,73 Rodriguez et al. 2005
RCC420

Los valores de tasas de crecimiento obtenidos en este capitulo se encuentran
dentro del rango de aquellos reportados en la literatura (Tablas 2.5y 2.6). Ademas,
la tasa de crecimiento de Pcy muestra una relacion lineal significativa con la
temperatura (Fig. 2.17). En el caso de las Peuk si bien la relacion también resultd
significativa, el ajuste es muy débil (R?=0,18), y ademas el rango de temperaturas

para el cual se posee informacion es muy acotado (15-25°C).
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P < 0.0001 P < 0.0001

Figura 2.17. Relacion lineal entre las tasas de crecimiento de Pcy y Peuk en funcion
de la temperatura.

En este capitulo se analiz6 el efecto de distintas condiciones de temperatura
y niveles de irradiancia sobre la tasa de crecimiento de una cepa de Pcy y de una
de Peuk. Los valores aqui calculados se hallan dentro del rango de valores
reportados previamente en la literatura (Tablas 2.5 y 2.6), que para Pcy varian entre
0,07 y 2,51 d*' (10-35°C), y para Peuk entre 0,06 y 1,16 d*' (15-25°C).
Lamentablemente los pocos datos publicados sobre Peuk pertenecen mayormente
a cepas marinas.

Tanto para Pcy como para Peuk, las tasas calculadas en nuestros
experimentos mostraron una relacion directa con la temperatura, con valores
maximos registrados a 25°C. Las distintas intensidades de luz solo tuvieron un
efecto significativo en las Peuk, en donde las tasas aumentaron en los experimentos
sometidos a mayor irradiancia; mientras que en la cepa de Pcy no se observaron
diferencias entre las tres irradiancias ensayadas (50, 125 y 225 umoles fotén m?s-

1). La relaciéon positiva de las tasas de crecimiento con la temperatura esta en
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concordancia con la teoria metabodlica de la ecologia (Brown et al. 2004), y es
soportada por numerosos trabajos que presentan la misma relacion aqui reportada
(Campbell & Carpenter, 1986; Fu et al., 2007; Hauschild et al., 1991; Jacquet et al.,
2001; Lurling et al., 2013; Moser et al., 2009; Pittera et al., 2014; Rodriguez et al.,
2005). En general, la tasa de crecimiento aumenta de manera lineal con la
temperatura hasta un valor éptimo y luego tiende a disminuir, esto fue observado
para muchas especies de algas afiliadas a linajes muy distintos, incluidas cepas de
Synechococcus (Reynolds, 1994).

Algunos trabajos demostraron la capacidad de adaptacion térmica o
flexibilidad térmica para algunas cepas de Pcy. Estudios realizados con dos cepas
de Synechococcus aisladas de sitios tropicales demostraron que éstas pueden
crecer a temperaturas de hasta 2°C con tasas de crecimiento bajas de 0,13 d*
(Paulsen et al., 2016). Experimentos de estrés térmico realizados con cepas de
Synechococcus marinos aisladas del tropico, de latitudes medias y del circulo polar,
observaron que las cepas del tropico fueron incapaces de crecer a temperaturas
muy bajas, mientras que las cepas aisladas cerca del circulo polar mostraron
preferencia por temperaturas de entre 10 y 12°C; sin embargo, ninguna de las dos
cepas pudo aclimatarse a temperaturas mayores a 25°C (Pittera et al., 2014). Mas
alla de su capacidad para crecer a diferentes temperaturas o de las adaptaciones
fisiologicas particulares de cepas aisladas de diferentes ambientes, la tendencia a
aumentar la tasa con la temperatura (al menos hasta 25°C) parece ser una
tendencia general para las Pcy (Fig. 2.17).

En relacion a la luz, las tasas de crecimiento de Pcy no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos. Una explicacion plausible es que las intensidades
ensayadas hayan estado todas por encima del coeficiente de saturacion de luz (1),
lo que estaria indicando que se trata de una cepa adaptada a bajas intensidades
luminicas. En concordancia con nuestros resultados, estudios de actividad
fotosintética con tres cepas distintas de PC-Pcy mantenidas a 10 pmol foton m™2 s™
(en nuestro caso se mantuvieron a 11 ymol fotébn m=2 s™') mostraron que la tasa de

fijacion de CO: satura (l) cuando la intensidad luminica alcanza 3 — 72 ymol foton
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m~2 s~ (Callieri et al., 2005; Moser et al., 2009), consecuentemente, a intensidades
mas elevadas del I« la tasa de crecimiento permanece constante.

Contrariamente, la cepa de Peuk mostré una respuesta positiva al aumento
de la intensidad luminica lo que estaria indicando que muy posiblemente presente
un Ik més alto. La respuesta a los tratamientos de luz estuvo sin embargo
condicionada por la temperatura, ya que a valores <20°C la diferencia de tasas de
crecimiento no fue tan marcada.

Méas alla de la interaccion existente entre la luz y la temperatura, ambas cepas
siempre presentaron tasas de crecimiento positivas, aun con niveles relativamente
bajos de intensidades luminicas. Es decir, que estarian bien adaptadas a las
condiciones de elevada turbidez prevalentes en la laguna Chascomus, de donde
fueron aisladas. Células mas pequefias suelen ser mas eficientes para captar luz
en condiciones de poca irradiancia que células de mayor tamafio (Schwaderer et al.,
2011). Esta adaptacion a bajas intensidades podria estar relacionada, al menos en
el caso de las cianobacterias, con su capacidad para regular la cantidad de
pigmentos accesorios, fendmeno que se conoce como adaptacion cromatica
(Schwaderer et al., 2011). Este fendmeno fue corroborado en nuestro laboratorio
con la cepa CH40 crecida en diferentes condiciones de luz, donde se observé que
cuando el cultivo era crecido en condiciones de bajas intensidades se incrementaba
la sefial del FL3 en el citdmetro (F. Unrein obs. pers.), es decir que la poblacion
incrementa la concentracion de clorofila por célula para contrarrestar la poca
energia luminica recibida. Como se discutio en el Capitulo | de esta Tesis, las Peuk
también poseen la capacidad de fotoaclimatacion (Hancke et al., 2008; Kulk et al.,
2012; Six et al., 2008; Stramski et al., 2002).

Por otro lado, la capacidad de consumir materia organica disuelta mediante
la osmotrofia, también le podria permitir a las Pcy y Peuk complementar sus
requerimientos energéticos, y asi sobrevivir en condiciones de luz limitante (Cottrell
& Kirchman, 2009; Palenik et al., 2003; Yelton et al., 2016). En particular, para las
Pcy existe evidencia de que un flujo constante de remineralizacion de nutrientes
podria sugerir un mutualismo entre estas y las bacterias reforzando la dominancia
de las Pcy (Christie-Oleza et al., 2017).
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Desde el punto de vista comparativo, a iguales condiciones de luz y
temperatura, la tasa de crecimiento de la cepa de Peuk siempre fue mayor que la
cepa de Pcy. En concordancia con estos resultados, al mezclar ambas cepas (Fig.
2.16) durante los primeros dias de incubacion las Peuk siempre incrementaron su
abundancia mas rapidamente que las Pcy. Sin embargo, en los tratamientos LA y
LM se observé un claro desplazamiento competitivo por parte de las Pcy sobre las
Peuk luego de varios dias de incubacion, el cual ocurrié mas rapidamente a 20°C
gue a 25°C. En condiciones de LB, las Peuk dominaron a 25°C (aunque se intuye
un aparente resurgimiento de Pcy luego de dos semanas de incubacion); mientras
gue a 20°C ambas cepas coexistieron.

El desplazamiento de las Peuk por parte de Pcy cuando éstas estan
establecidas y creciendo activamente en el cultivo podria explicarse ya sea porque
estan mas adaptadas a crecer en condiciones de un cultivo batch avanzado (i.e.
menor disponibilidad de nutrientes disueltos y menor penetracion de la luz debida al
autosombreado) o quizas también por un efecto alelopatico. Existen evidencias
sobre el efecto negativo de filtrados de un cultivo de Synechocystis sp. sobre
distintas microalgas (Barreiro Felpeto etal., 2018) y de Synechococcus sobre
distintos cultivos de cianobacterias y microalgas (Bubak et al., 2020), aunque este
efecto puede variar de acuerdo a las especies (Sliwinska-Wilczewska et al., 2018).

Estudios realizados sobre la dinamica de PPP en la regidbn pampeana
(Fermani et al., 2013; Quiroga et al., 2021; Capitulo | de esta Tesis) muestran que
las Pcy usualmente presentan sus mayores abundancias en los meses invernales,
en contraste con las Peuk cuya mayor abundancia se observa en meses mas
célidos (primavera o principio del verano).

Si bien la capacidad de las Pcy para crecer en condiciones de baja intensidad
de luz y temperatura puede explicar por qué éstas picoalgas se encuentran
presentes de manera abundante en invierno, esto no explica por qué su abundancia
disminuye a medida que las condiciones se tornan mas 6ptimas. Un aumento en la
tasa de pérdida (e.g. depredacion) durante los periodos de primavera-verano podria
explicar este patron. De acuerdo a esta hipétesis, si la tasa de depredacion fuese

mayor que la tasa de crecimiento, entonces la tasa de crecimiento neta seria
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negativa, y en consecuencia la abundancia tenderia a disminuir a lo largo del
tiempo.

En la laguna Chascomus se cuenta con una serie temporal de abundancia
de Pcy y variables abibticas de 10 afios consecutivos (Quiroga et al., 2021).
Ademas, se sabe que existe una relacion positiva entre la tasa de crecimiento de
las Pcy y la temperatura (Fig. 2.17). Utilizando esta informacion se estimo la tasa de
crecimiento tedrica (r) para cada una de las fechas de muestreo, asumiendo que
ésta depende solo de la temperatura. Dado que se cuenta con muestreos
quincenales, para cada intervalo de tiempo se multiplico la tasa de crecimiento
media del intervalo (rn, rn+1) multiplicado por la abundancia inicial del intervalo (An) y
por la cantidad de dias (Tn+1-Tn) (generalmente 15 dias). Este calculo permite
estimar la abundancia tedrica que tendrian las Pcy 15 dias después (An+1 tedrica),
asumiendo que no existen pérdidas (e.g. mortandad por depredacion). La diferencia
entre esta abundancia teorica (An+1 tedrica) y la abundancia real (An+1 real),

representaria las células que se perdieron durante ese periodo (Tn-Tn+1) (Fig. 2.18)

Células mL-"

Tiempo
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4x 108 °

3x 108

2x 108

Células mL-

1x108
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Figura 2.18. Diferencia entre la abundancia real de Pcy en la laguna de Chascomus
a lo largo de 10 afios y la abundancia tedrica estimada de Pcy, asumiendo que no

existe tasas de pérdida.

Mas alla de que estos calculos se basan en numerosas suposiciones, y que
posiblemente disten de los valores reales, este ejercicio nos permite observar que
hay diferencias entre la abundancia teorica y la abundancia real siendo
significativamente mayor en primavera y menor en invierno (P<0.05) (Fig. 2.18). En
definitiva, esta diferencia se podria vincular con un aumento en la tasa de pérdida
durante el periodo primaveral.

Esta mayor tasa de pérdida podria estar relacionada con un aumento de la
presion de depredacion ejercida durante los meses mas calidos por el zooplancton
(Sarmento et al., 2010), debido a incrementos en las tasas de crecimiento y
reproductivas (Brown et al., 2004; Malzahn et al., 2016). Ademas de los flagelados
heterétrofos que depredan sobre las Pcy (Paulsen etal.,, 2016), en la laguna
Chascomus los rotiferos presentan abundancias muy elevadas y un patrén
practicamente especular al de las Pcy (Diovisalvi et al., 2015b; Quiroga et al., 2021).
Esto, sumado a que se demostré que in vitro pueden alcanzar tasas de depredacion

de hasta 9918 Pcy rotifero h't (Capitulo Ill: Parte 1), posicionan a los rotiferos como
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uno de los posibles responsables de la disminucion de Pcy durante los meses donde
la tasa de crecimiento es mayor. Asimismo, la infeccion y/o lisis viral también
podrian contribuir a modificar la dinamica de las Pcy en los meses mas calidos
(Sandaa & Larsen, 2006). En este sentido, estudios preliminares de dinamica de
virus en la laguna Chascomus (Unrein et al., 2018) indican que la abundancia de
VLP (virus like particle) fluctia entre 3y 7 108 VLP mL™1, y que eventualmente podria
ser una posible causa de muerte de Pcy.

Un aspecto no explorado en este capitulo, pero de relevancia para la
seleccion de algas picoplanctonicas en ambientes naturales, y que podria explicar
en parte las diferencias encontradas entre Pcy y Peuk, es la calidad de luz dentro
de la columna de agua (e.g. Stomp et al., 2007a). Como se comenté anteriormente
las longitudes de onda que penetran a mayor profundidad en los ambientes turbios
como la laguna Chascomus, son las longitudes de onda mas largas
correspondientes al rojo dentro del espectro visible (600-700 nm). Experimentos
realizados por Luimstra et al., (2020), donde comparan una cepa de Synechococcus
sp. (PC-Pcy) con una Chlorella sorokiniana (Peuk), concluyen que en luz roja
cercana al pico de la ficocianina (660 nm) las PC-Pcy son competitivamente
mejores. Mientras que Somogyi et al. (2016) sugieren que en longitudes de onda
mas largas del rojo (690 nm), las Peuk serian comparativamente mas eficientes en
la captacion de la luz que las PC-Pcy. En concordancia con estos estudios, los
experimentos llevados a cabo recientemente por Bernat etal. (2021) con
Cyanobium gracile (PC-Pcy) demostraron que la eficiencia fotosintética fue maxima
en las longitudes de onda en el rango 596-663 nm, pero presentaron una drastica
disminucién en la tasa de crecimiento y de transporte de electrones cuando esta
cepa era crecida con luz de 687 nm. De acuerdo a estos autores, esto se debe a un
desacople parcial del complejo antena con el PSIl. Estas evidencias parecerian
sugerir la existencia de una segregacion de nicho luminico entre las PC-Pcy y Peuk
en el extremo rojo del espectro electromagnético, con preferencias luminicas que
varian en el orden de pocos nanémetros y que podrian influir en la dominancia de

una u otra en los ambientes acuaticos.
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Finalmente, otro aspecto muy poco estudiado y que también seria interesante
abordar en un futuro, es la fluctuacion diaria en la intensidad de luz recibida por las
algas. En las lagunas someras y turbias, la profundidad de la capa fética es
relativamente baja respecto a la profundidad de la laguna, e.g. la laguna Chascomus
tiene una profundidad media de 1,9 m y una zona eufética de aproximadamente 30
cm. Es decir que alrededor del 85% de la columna de agua se encuentra en
completa oscuridad. Debido a las condiciones polimicticas de la laguna, la
turbulencia del agua ocasiona que las algas pasen la mayor parte del tiempo en
oscuridad y solo durante periodos muy cortos experimentan altas intensidades
luminicas. Esto no suele ser considerado en los disefios experimentales clasicos
gue se basan en iluminar los cultivos con una intensidad de luz media de forma
constante. Aun cuando la energia total recibida por las algas fuese la misma, la
forma en que ésta es entregada (poca luz de manera constante o mucha en cortos
periodos de tiempo) puede tener efectos sobre la fotoinhibicion y la capacidad
fotosintética, y consecuentemente sobre el crecimiento poblacional de los diferentes

organismos.

e Se lograron aislar tres cepas de Peuk combinando las técnicas cell sorting
por citometria de flujo y posteriormente plaqueo en agar.

e Las tres cepas aisladas corresponden a la especie Choricystis krienitzii.

e Las tasas de crecimiento de las cepas de Pcy y Peuk estuvieron
positivamente relacionadas con la temperatura de incubacion.

e Ambas cepas siempre presentaron tasas de crecimiento positivas, incluso
con niveles relativamente bajos de intensidades luminicas. Sugiriendo que
estarian bien adaptadas a las condiciones de elevada turbidez prevalentes
en la laguna Chascomus, de donde fueron aisladas.

e Las tasas de crecimiento de las Peuk fueron mayores a intensidades de luz

mas elevadas, mientras que las Pcy no mostraron diferencias entre los
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tratamientos LA, LM y LB. Probablemente esto se debe a que todas las
intensidades ensayadas se encontraban por encima del Ik de esta cepa.
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CAPITULO Ill: PARTE |

DEPREDACION DE ROTIFEROS Y CLADOCEROS SOBRE
PICOCIANOBACTERIAS
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El zooplancton herbivoro afecta la estructura y dinamica de las comunidades
fitoplanctdnicas (Sterner, 1989). Puede impactar en las tramas tréficas directamente
a través de la depredacion sobre los componentes de la misma, o bien
indirectamente, mediando el suministro de nutrientes a las bacterias a travées de la
herbivoria y por consiguiente la liberacion de carbono organico disuelto (Jurgens &
Jeppesen, 2000). El zooplancton estd compuesto mayormente por copépodos,
cladéceros y rotiferos. Cada uno depreda de forma diferencial sobre distintos tipos
de presas, seleccionando principalmente (aunque no Unicamente) por el tamafio y
la forma. Por ejemplo, mientras que los copépodos calanoideos y ciclopoideos son
eficientes seleccionando presas de forma activa, como ciliados planctonicos (Burns
& Gilbert, 1993), los grandes cladoceros filtradores como Daphnia depredan sobre
practicamente toda la trama trofica microbiana, desde ciliados hasta bacterias y
algas picoplancténicas (Porter et al., 1988).

Las picocianobacterias y las bacterias heterotrofas forman la base de la red
trofica microbiana. Generalmente se considera que los nanoflagelados y pequefios
ciliados son sus principales depredadores. Sin embargo, las Pcy también puede ser
una presa importante para el zooplancton que se alimenta por filtracibn como los
nauplii, cladéceros pequerios o rotiferos (Jasser & Callieri, 2017). Este hecho suele
ser subestimado o considerado de poca importancia (Callieri et al., 2012). Inclusive
algunos consideran que el pastoreo sobre el picoplancton es ineficiente o
intermitente (Kigrboe, 2011; Pace et al.,, 1990) dado que las cianobacterias son
consideradas como no palatables o0 menos favorables pues su valor nutricional
tedricamente es bajo (Work & Havens, 2003) . A pesar de esto, hay estudios como
el de Vaqué & Pace, (1992) que encontraron que los claddceros podian llegar a ser

mayores depredadores de bacterias que los protistas.

Mientras que los grandes cladoceros como Daphnia tienen la habilidad de
ingerir particulas de un amplio rango de tamafio (Burns, 1968; DeMott, 1986), los
clad6ceros pequefios como Bosmina prefieren presas mas chicas, de entre 1,5y 5

pm de tamafio (Geller & Miller, 1981; Ross & Munawar, 1981; Schenone et al.,
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2021). De igual manera, rotiferos del género Keratella también tienen preferencias
por particulas de ~0.5-2 pm (Ooms-Wilms, 1997; Ronneberger, 1998). Por lo tanto,
las Pcy se encontrarian dentro del rango de preferencia de presas de Bosmina y

Keratella.

En lagos someros y eutroficos la abundancia de bacterias y
picocianobacterias suele ser muy elevada (Hwang & Heath, 1999). En estos
ambientes el zooplancton estd dominado por rotiferos y en menor medida por
cladéceros pequefios (Haberman & Haldna, 2014; Pejler, 1983; Stamou et al.,
2019). En particular en la laguna Chascomus los rotiferos estan dominados por
Keratella tropica, Brachionus havanaensis y B. caudatus, y en conjunto presentan
una dindmica temporal marcada recurrente, con minimos en invierno y maximos en
verano (Diovisalvi et al., 2015b). En tanto que las Pcy muestran un patron temporal
especular al de los rotiferos, con maximos en invierno (Huber et al., 2017b; Quiroga
et al., 2021).

Las cuestiones que surgen de esta introduccion y del capitulo anterior son
las siguientes: ¢puede el zooplancton presente en la laguna depredar sobre las
Pcy? ¢Cudl podria ser el impacto de esta depredacion en dicho componente del
plancton? Y, por ultimo, ¢podria este impacto explicar, al menos parcialmente, la

dinAmica observada en las Pcy?
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Evaluar las tasas de depredacion de distintas especies de rotiferos y

cladéceros sobre un cultivo de Pcy.

Tanto los rotiferos como los cladoceros tienen la capacidad de
consumir Pcy de manera activa.

Condiciones de cultivos

Para los experimentos realizados en este Capitulo se utilizé la cepa de Pcy
CH-40 aislada de la laguna de Chascomus (Huber, 2017). En el Capitulo Il Parte I

de la Tesis se brindan mas detalles de esta cepa.

El zooplancton utilizado en los experimentos también fue aislado previamente
de la laguna Chascomus. Para esto se seleccionaron manualmente varios
individuos de Keratella tropica (rotifero), Brachionus havanaensis (rotifero),
Brachionus caudatus (rotifero) y Bosmina huaroniensis (cladocero), los cuales
fueron transferidos a Erlenmeyers de 500 mL con medio cultivo de agua dulce
sintético con una dureza moderada (ver Tabla 6 en Weber, 1993, en adelante
mencionado como medio EPA por sus siglas en inglés, Environmental Protection
Agency de EEUU). Todos los cultivos se alimentaron con Chlamydomonas sp.
cultivadas en medio para algas de agua dulce MWC (Modified Wright's Cryptophyte)
(Guillard & Lorenzen, 1972) y mantenidos a 21°C.

Experimentos de depredacion

Se realizaron numerosos experimentos individuales para estimar la tasa de

filtracion in vitro de las cuatro especies de zooplancton arriba mencionadas sobre
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un cultivo de Pcy. Solo en una ocasion se realizd un experimento en bloque, con las
tres especies de rotiferos en paralelo, partiendo exactamente de las mismas

condiciones experimentales.

Para cada experimento se establecid un tratamiento con zooplancton (CZ):
con el rotifero K. tropica (CZy:), con el rotifero B. havanaensis (CZyp), con el rotifero
B. caudatus (CZy.) y con el claddcero Bosmina sp. (CZnes); y un tratamiento control
el cual no contenia zooplancton (SZ). Para cada experimento se utilizaron 10 tubos
de vidrio de 10 mL, 5 correspondieron al tratamiento CZ y 5 al control SZ respectivo.
Los 10 tubos se llenaron con 10 mL del cultivo de Pcy en fase de crecimiento

exponencial (aprox. 1 x 108 células mL™?).

Los rotiferos fueron apartados del cultivo original 4 horas antes de comenzar
el experimento y fueron colocados en medio de cultivo fresco sin ningun tipo de
alimentacion. A cada réplica (10 mL) de cada tratamiento CZ se le agregaron 50
rotiferos (5000 individuos L densidad final). En el caso del experimento con
Bosmina sp., a éstas se les retird el alimento 24 horas antes de comenzar. En cada
tubo de 10 mL se agregaron 10 individuos de Bosmina sp. para alcanzar una
abundancia de 1000 individuos L. Las abundancias de individuos que fueron
seleccionadas en cada caso corresponden a las abundancias maximas registradas

en la laguna (Huber et al., 2017).

Los tubos fueron dispuestos en una rueda de zooplancton para evitar la
sedimentacion. Esta rueda consiste en un circulo de acrilico que gira a baja
velocidad (~2 rpm), en donde se disponen los tubos de vidrio correspondientes a
las unidades experimentales. La rueda permanecio girando ininterrumpidamente
durante las 48 horas que durd el experimento a 20°C, 11 ymol foton m=2 s de
intensidad luminica y con un fotoperiodo luz-oscuridad de 12:12 h. Se tomaron
muestras para estimar la abundancia de Pcy por citometria de flujo al inicio (To) y al
final del experimento (T;). Se colectaron 1,6 mL de muestra de cada unidad
experimental en crioviales de 2 mL de capacidad, y se fijaron con 160 yL de P+G
(1% paraformaldehido y 0.05% glutaraldehido, concentracién final). Las muestras

fueron congeladas con nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta su posterior
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analisis. La abundancia de Pcy fue estimada mediante citometria de fujo con un
citometro (FACSCalibur, Becton Dikinson, U.S.A) de 4 colores (para ver mas
detalles ir a “Materiales y Métodos: citometria de flujo” del Capitulo Il de esta Tesis).
Para el andlisis en el citbmetro, las muestras fueron diluidas previamente en una
proporcién 1:10 (i.e. 100 pL de muestra en 900 uL de PBS).

Para cada experimento se calcul6 la tasa de pastoreo (G) y la tasa de
filtracion (F) para cada especie de zooplancton basados en la siguiente ecuacion
(Frost 1972; en Zhou et al., 2009):

v In(SZ) — (InCZ)  CZ—-TO

X
n t InCZ—-1nTO

V InSZ—-InCZ
F= —X——m+—
n t

donde V es el volumen (mL), n el nimero de rotiferos agregados en cada unidad
experimental, t es el tiempo de duracion del experimento (hs), SZ es la
concentracion final de Pcy (cels. mL™?) en el tratamiento control sin zooplancton, CZ
es la concentracion final de Pcy en el tratamiento que contenia zooplanctony TO es

la concentracion inicial de Pcy.

Analisis de datos

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via o un analisis no
paramétrico dependiendo de cada caso, con el programa de analisis estadistico
Infostat (di Rienzo et al., 2020), con el fin de determinar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos. Para los calculos se comprobaron los

supuestos de normalidad y homocedasticidad.

128



La abundancia de Pcy a T; disminuyd significativamente (P<0.05) en todos
los tratamientos que contenian zooplancton (CZ) con respecto a los controles
respectivos sin zooplancton (SZ) (Tabla 3.1; Figura 3.1). Para aquellas especies en
donde se realiz6 mas de un experimento, se observé que en general las tasas de
pastoreo (G) fueron mas variables que las tasas de filtracion (F). Las tasas de
filtracion de Bosmina sp. fueron considerablemente mas elevadas (28 pL ind.? h?)
que la de los rotiferos (1,1 - 8,6 yL ind.”* ht). Entre los rotiferos, B. caudatus (6,47
pL ind.”t ht) presenté en promedio los valores mas elevados, seguido por K. trépica
(3,45 plind.’! h'l) y B. havanaensis (3,15 pl ind."t h1).

Tabla 3.1. Abundancias promedio de picocianobacterias (células mL™?) al inicio del
experimento (To) y al finalizar (Tr) en el control sin zooplancton (SZ) y en el
tratamiento con zooplancton (CZ). En paréntesis se indica el desvio estandar. En

todos los casos n=5. El experimento realizado en bloque esta indicado con *.

Especie Células mL™*
Ts
To SZ CZz

K. tropica * 3x10% 3,2x10% 2,5x10°
(7,6 x10% (1,4 x10°% (7,2 x10°)
K. tropica 49x10* 2,6x10° 9 x 102
(1x10% (1,7x10% (8,7 x10%
K. tropica 28x10° 5,2x10* 1,6x10%
(9,4 x10% (2,5x10%) (4,8 x 10%)
B. caudatus * 3x10% 3,2x10% 1,1x10°
(7,6 x10%) (1,4 x 105 (1,1 x 10)
B. caudatus 28x10% 26x10% 3,2x10°
(1,7 x 105 (4,3 x 105 (1,3 x 10)
B. havanaensis * 3x10% 3,2x10%° 1,5x10°
(7,6 x10%) (1,4 x 105 (3,2 x 10)
B. havanaensis 4,7 x 10° 4,5x10° 2,1x10°
(5,4 x10% (5,2 x 10%) (3,3 x 10%
Bosmina sp. 8,3x10° 75x10° 1,9x10°
(3,5 x 105 (1,2 x 105 (4,5 x 10%)
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Figura 3.1. Tasas de pastoreo (G) y de filtracion (F) de todos los componentes del

zooplancton estudiados sobre las picocianobacterias.

Muchos autores consideran que el consumo de bacterias vy
picocianobacterias por parte del zooplancton no es intencional, sino que es
mayormente incidental (e.g. Work & Havens, 2003). Sin embargo, en el presente
trabajo las abundancias finales de Pcy en todos los tratamientos ensayados fueron
significativamente menores que los controles, lo que demuestra que todas las
especies de zooplancton aqui estudiadas fueron capaces de ingerir Pcy de manera

activa.

Las tasas calculadas no son despreciables, sino que, por el contrario, indican
gue el impacto del zooplancton sobre las Pcy podria ser muy relevante. A modo de
ejemplo, si consideramos que los rotiferos en primavera-verano pueden alcanzar
abundancias de mas de 5000 ind. L (Diovisalvi et al., 2015b) y que la abundancia
media de las Pcy es de aproximadamente 6 x 10° Céls. mL1, a partir de las tasas
obtenidas en estos experimentos los rotiferos serian capaces de consumir entre el
3y el 10 % de las Pcy en un solo dia. Es decir, que no solo los protistas (flagelados

y ciliados, heterotrofos y mixétrofos) consumen Pcy, sino que también los rotiferos
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y cladéceros de pequefio tamafio tienen la capacidad de ingerir Pcy e impactar de

manera significativa sobre su dinamica.

Nuestros resultados concuerdan con lo planteado por Hwang & Heath (1999)
guienes mencionan que los rotiferos son importantes depredadores de bacterias y
del picoplancton autotréfico en lagos eutréficos. Kim etal. (2000) utilizan
microesferas del tamafio de las bacterias para demostrar que los rotiferos del
género Brachionus, Conochilus y cladéceros como Bosmina longirostris serian los
principales consumidores de presas picoplancténicas. Asimismo, se encontrd que
algunos rotiferos como Keratella quadrata y Polyarthra dolicoptera se alimentan de
particulas que estan en el rango de 0,5 a 3 um (Callieri, 2008). Ademas, existen
evidencias del consumo de Pcy por parte de algunas especies del género Keratella
(Burns & Stockner, 1991; Caron et al., 1985; Stockner & Shortreed, 1989). También
se han observado Pcy en el intestino de distintos cladéceros como Eubosmina,
Daphnia y Ceriodaphnia, entre otros (Burns & Stockner, 1991; Geller & Mdller, 1981;
Stockner & Antia, 1986). Asimismo, un trabajo reciente comprob6 que los
cladoceros de pequefio tamafio no solo predan efectivamente sobre el picoplancton,

sino que éstos son su tamarfo de presa preferido (Schenone et al., 2022).

Los resultados de este capitulo confirman la hipétesis acerca de la capacidad
de las diferentes especies de rotiferos y cladoceros para consumir Pcy. Sin
embargo, aun resta estudiar el efecto a distintas temperaturas para dilucidar en qué

medida las tasas de depredacion varian en relacién a los cambios estacionales.

Por otro lado, también es importante mencionar que la presion de herbivoria
sobre las Pcy puede estimular la agregacion de células favoreciendo la formacion
de colonias, que actuarian como un mecanismo de defensa contra la depredacion
(Stal, 2017). Este tema sera abordado en mayor profundidad en la segunda parte

de este Capitulo.
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CAPITULO IIl: PARTE I

EFECTO DE DISTINTOS DEPREDADORES SOBRE LA
PLASTICIDAD FENOTIPICA DE LAS
PICOCIANOBACTERIAS
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Tal y como se mencioné en la Introduccion general, las picocianobacterias
pueden encontrarse en la naturaleza tanto en forma unicelulares (Pcy) como
embebidas dentro de una vaina muscilaginosa formando agregados de
microcolonias o colonias (CPcy) y entre estos dos extremos se puede observar una
serie de morfotipos con células agregadas y distintas formas (Callieri et al., 2012;
Padisak etal., 1997; Passoni & Callieri, 2000). Algunos estudios sugieren que
ciertos géneros de CPcy como por ejemplo Aphanothece, Aphanocapsa o
Cyanodictyon, podrian tener etapas unicelulares en su ciclo de vida (Komarkova y
Simek 2003), y que las microcolonias podrian ser una transicion entre morfotipos
unicelulares y coloniales (Callieri et al., 2012). En algunos sistemas de agua dulce
se observdo que los picos de maxima abundancia de CPcy suelen ocurrir
simulanemanete con picos de Pcy (Callieri etal., 2012; Crosbie et al., 2003a;
Fahnenstiel & Carrick, 1992; Mdzes et al., 2006)

Existen evidencias que sugieren que la capacidad de las Pcy para agregarse
formando colonias estaria relacionado con las condiciones ambientales (Huber
et al., 2017; Jezberova & Komarkova, 2007; Komarek et al., 2014). Dentro de las
variables ambientales que inducirian esta respuesta fenotipica, las condiciones de
luz en el agua y la depredacion se han identificado como los factores mas
importantes. Por ejemplo Crosbie et al. (2003b) observaron un aumento en la
formacion de microcolonias en ambientes pobres de nutrientes y transparentes, y
atribuyeron su formacion a la produccion de muscilago por parte de las Pcy como
un mecanismo de proteccion contra el dafio fotoquimico. Callieri etal. (2011)
demostraron que algunas cepas de Pcy forman colonias al ser expuestas a
diferentes condiciones de radiaciéon UV, probablemente como estrategia para
prevenir el fotodafio. Por otro lado, Jezberova & Komarkova, (2007) y Callieri et al.,
(2016) demostraron que la presencia de un flagelado bacterivoro puede inducir el

desarrollo de colonias, como adaptacion para escapar de la depredacion.

También se ha observado que la presion de depredacion ejercida por los

protistas (i.e. flagelados, ciliados) induce cambios morfolégicos en bacterias
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heterotrofas, al igual que para las picocianobacterias (Corno & Jurgens, 2006). Hahn
& Hofle (2001) aportan evidencias sobre la formacion de filamentos y agregados de
las bacterias en respuesta a la depredacién. De manera experimental, Matz et al.
(2002) y Corno (2006) demostraron que bacterias como Pseudomonas sp Yy
Flectobacillus sp. forman microcolonias y filamentos, respectivamente, al ser
expuestas a un flagelado bacterivoro como Ochromonas sp. El desarrollo de
morfotipos resistentes a la depredacion, como filamentos, en forma de espiral o
agregado, parece ser un fenébmeno comun para bacterias heterétrofas en ambientes
productivos (Gude, 1989; Jurgens & Gude, 1994). De hecho, los principales grupos
filogenéticos como alfa- y beta-proteobacteria, y Cytophaga-Flavobacterium poseen
dicha capacidad (Corno & Jurgens, 2006; Jirgens et al., 1999; Simek et al., 1999,
2001).

La mayoria de los estudios que analizan los cambios fenotipicos como
respuesta a la presion de depredacion del zooplancton se han centrado en el efecto
de los grandes cladoceros como Daphnia spp. (Jurgens, 1994; Jirgens & Matz,
2002; Sherr & Sherr, 1987; Simek et al., 1995). Sin embargo, se sabe que los
rotiferos y los pequefios claddceros, que generalmente dominan en los sistemas
eutroficos, también podrian depredar particulas de tamafio similar a una bacteria
(Hwang & Heath, 1999; Schenone etal., 2022; Work & Havens, 2003). En
consecuencia, tedricamente también podrian inducir cambios morfologicos en las

Pcy.

En las lagunas eutréficas de la region pampeana, Daphnia spp. esta
practicamente ausente debido a la alta densidad de peces zooplanctivoros (Colautti
et al., 2015). Por lo tanto, el zooplancton estd dominado por rotiferos y, en ciertos
periodos, por pequefios claddceros pertenecientes a los géneros Bosmina y Moina
(Diovisalvi et al., 2015c; Diovisalvi et al.,, 2015b). Como ya se menciond en la
Introduccion General en el apartado “PPP en lagunas pampeanas”, las
picocianobacterias dominan la biomasa del fitoplancton en muchas lagunas de esta
region, mientras que la proporcion de células que forman colonias (CPcy) oscila
entre 0 y 80% (Fermani et al., 2015; Huber et al., 2017; Izaguirre et al., 2014).
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Llamativamente, los valores mas altos se asociaron con periodos donde la
abundancia de Bosmina sp. fue elevada (Fermani et al., 2015; Huber et al., 2017,
Quiroga etal.,, 2021). Ademas, Huber etal. (2017) demostraron que algunos
genotipos de picocianobacterias pueden encontrarse in situ al mismo tiempo como
Pcy y como CPcy, lo cual confirma la plasticidad fenotipica de las
picocianobacterias. Estos mismos autores comprobaron experimentalmente que el
tamafio de las colonias de Pcy aumentan en presencia de Bosmina sp., sin
embargo, no hay evidencia acerca del papel de los rotiferos en la estructura

fenotipica de la comunidad de Pcy.

Otra incOgnita que surge a partir de estos estudios es si la formacion de
agregados en Pcy puede inducirse sin contacto directo entre presas y
depredadores, es decir, si es mediado por infoquimicos. Existen evidencias que
sugieren gque algunas bacterias heterétrofas pertenecientes a Bacterioidetes y alfa-
Proteobacterias pueden detectar sefiales quimicas difusibles secretadas por
protistas depredadores y responden formando filamentos no palatables o
microcolonias (Blom et al., 2010; Corno & Jurgens, 2006). Por lo tanto, se podria

esperar la misma respuesta para las Pcy.
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1- Analizar el efecto del contacto directo de distintos organismos
zooplancténicos sobre la estructura de las comunidades naturales
de Pcy-CPcy.

2- Evaluar el efecto indirecto, mediado por infoquimicos producidos
por diferentes depredadores (flagelados, rotiferos y cladoceros),

sobre la capacidad de una cepa de Pcy para formar agregados.

H1: Todos los depredadores potenciales pueden estimular la formacion
de colonias en Pcy unicelulares, aunque Bosmina sp. generaria una

respuesta mas marcada.

H2: El contacto directo presa-depredador no es necesario para inducir

la agregacion de Pcy unicelulares en colonias.
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Se realizaron dos experimentos en donde fueron expuestas (i) una
comunidad planctonica natural en contacto directo con diferentes organismos
zooplanctonicos, y (ii) una cepa de Pcy aislada en contacto indirecto con los
depredadores mediante la adicion de medio condicionado. Tanto la comunidad
plancténica natural como la cepa de Pcy fueron colectadas de la laguna Chascomus
cuya descripcion se detalla en la introduccion general (ver “PPP en lagunas

pampeanas”)
Condiciones de cultivo y aislamiento de cepas

La cepa de Pcy (CH-040) utilizada en los experimentos fue previamente
aislada de la laguna Chascomus y corresponde filogenéticamente al Clado PV del
género Synechococcus basado en informacion que se obtuvo de la secuenciacion
del gen ribosomal 16S (Huber, 2017). Se mantuvo en el medio BG-11 (Rippka,
1988), especifico para cianobacterias de agua dulce, a 20°C, 11 ymol foton m2 s™*

y un ciclo de fotoperiodo de luz-oscuridad de 12:12 h.

El zooplancton utilizado en los experimentos también fue aislado previamente
de esta laguna. Varios individuos de Keratella tropica (rotifero), Brachionus
havanaensis (rotifero) y Bosmina huaroniensis (cladocero) fueron seleccionados
manualmente y transferidos a un Erlenmeyer de 500 mL que contenia medio cultivo
de agua dulce sintético con una dureza moderada (ver Tabla 6 en Weber, 1993, en
adelante mencionado como medio EPA por sus siglas en inglés, Environmental
Protection Agency of United States). Todos los cultivos se alimentaron con
Chlamydomonas sp., cultivado en medio para algas de agua dulce MWC (Modified
Wright’s Cryptophyte) (Guillard & Lorenzen, 1972).

El flagelado mixotréfico Ochromonas tuberculata (CCAP 933/27) se obtuvo
de la Coleccion de Cultivos de Algas y Protozoos (https://www.ccap.ac.uk/) y fue
mantenido en medio MWC a 20°C, 18 uymol fotén m™ s™ y ciclo de fotoperiodo de
12:12 h luz-oscuridad. Existen registros que demuestran la capacidad fagocitica de

esta cepa mixotréfica (Parry etal., 2001). Este cultivo no era axénico y la
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abundancia de las bacterias fluctué entre 2 y 5 x 10° células mL™. Considerando
que muchos crisofitos mixotréficos no sobreviven en completa oscuridad (Caron
et al., 1993; Keller et al., 1994), optamos por mantener el cultivo con poca intensidad
de luz (18 umol fotdbn m™ s™). Bajo estas condiciones (poca luz y elevada
concentracion de bacterias), y usando FLB (bacterias marcadas
fluorescentemente), se estimé una tasa de bacterivoria de alrededor de 1 bacteria
flagelado™ h™ (Costa et al., 2022), que deberia ser suficiente para permitir la

produccién potencial de infoquimicos.

Experimento con la comunidad planctdnica natural y contacto directo presa-
depredador

El experimento consistid en cuatro tratamientos: Control, que contenia solo
agua previamente filtrada por una red de 45 pm (es decir, con todas las
comunidades planctonicas excepto zooplancton); CZ o con zooplancton, contenia
agua filtrada a la que se adicion6 una mezcla de zooplancton representativo de las
condiciones naturales en la fecha de muestreo; Bos, con adicion de Bosmina

huaroniensis; y Kt, con adicion de Keratella tropica.

El agua fue recolectada de la laguna Chascomus el 31 de octubre 2017, y se
prefiltré a través de una red de 45 pm para eliminar el zooplancton. Se llenaron 16
tubos de vidrio de 10 mL hasta la parte superior con agua de la laguna prefiltrada:
5 correspondieron al Control, 5 para el tratamiento CZ, 3 para Bos y 3 para el
tratamiento Kt. Para el tratamiento Bos, cada tubo de vidrio fue llenado con 10
individuos de B. huaroniensis para alcanzar una abundancia de 1000 ind. L™,
mientras que para el tratamiento con Kt, se agregaron 50 individuos de K. tropica
para alcanzar una abundancia de 5000 ind. L™. Estos valores corresponden
aproximadamente a la abundancia maxima registrada de cladoceros y rotiferos en
la laguna (Diovisalvi et al., 2015b; Fermani et al., 2013; Huber et al., 2017). Estos
individuos fueron manualmente aislados del cultivo inicial y mantenidos sin ningin
tipo de alimento durante 24 horas antes del experimento. Los tubos
correspondientes al tratamiento CZ se llenaron con un concentrado de zooplancton

de la laguna Chascomus. En promedio, cada unidad experimental contenia 14
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cladéceros (Bosmina longirostris y B. huaroniensis), 47 rotiferos (K. tropica,
Keratella americana y Filinia sp.) y 7 copépodos (calanoideos y ciclopoideos). La
concentracion de claddceros fue un poco mayor a lo reportado para el tratamiento
Bos, mientras que la concentracion final de rotiferos fue muy similar a la abundancia

en el tratamiento Kt.

Todos los tubos de vidrio se incubaron en una rueda de plancton a 2,5 rpm
para evitar la sedimentacion, durante 6 dias a 20°C, 18 pymol fotébn m? sty
fotoperiodo 12:12 horas luz-oscuridad. Las muestras para recuento de abundancia
de Pcy, flagelados heterodtrofos y ciliados se recolectaron al comenzar (To) vy al
finalizar (Tr) el experimento. El tiempo final fue seleccionado en base a experimentos
previos donde se observdé una clara respuesta después de este tiempo de
incubacion sin mortalidad de zooplancton (Huber et al., 2017). Solo los tiempos
iniciales y finales fueron muestreados dado que muestrear en tiempos intermedios
podria haber eliminado organismos del zooplancton, modificando el numero de

herbivoros durante el experimento y, en consecuencia, alterando los resultados.

Se recolectaron dos tipos de muestras en cada tiempo: muestras
conservadas con P+G (concentraciones finales 1% de paraformaldehido + 0,05%

de glutaraldehido) y muestras fijadas con una solucién de lugol acidificado al 1%.
Recuento de microorganismos

La abundancia de picocianobacterias fue estimada por microscopia de
epifluorescencia. Las muestras conservadas con P+G se filtraron a través de un
filtro de policarbonato de tamafio de poro de 0,22 ym siguiendo el procedimiento
estandar de tincién con 4.6 diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Porter & Feig, 1980).
Todas las muestras se diluyeron (1:30) con agua de la laguna prefiltrada por 0,22
Mm debido a la gran cantidad de organismos y material particulado en suspension.
Como se describe en Fermani et al. (2013) a partir de esta dilucidon se tomaron
alicuotas para la enumeracion de picocianobacterias y flagelados heterotroficos, el
volumen de las alicuotas se ajustd de acuerdo a la concentracion de material
particulado proveniente de la muestra, para las picocianobacterias se usaron 1,2 mL

que corresponde a un volumen de 40 uL de la muestra original y para las muestras
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de flagelados heterotroficos se utilizaron 3 mL (correspondientes a 100 pul de la
muestra original). En ambos casos, las diluciones se llevaron a un volumen final de
5 mL, donde se agregaron 50 uL de DAPI (0,5 mg mL™?), fueron dejadas en
oscuridad por 10 minutos y posteriormente, estas muestras fueron filtradas
mediante filtros de policarbonato negro de 25 mm de diametro (MSI), el tamafio de
poro del filtro usado para picocianobacterias fue de 0,2 ym y 0,8 ym para los
flagelados. Estos filtros fueron montados sobre portaobjetos con una gota de aceite
de inmersion de baja fluorescencia (Immersol 518 F) y almacenado a -20°C hasta
su inspeccion al microscopio. Las picocianobacterias se observaron bajo excitacion
de luz verde a un aumento de 1000X en un microscopio de epifluorescencia Nikon
Eclipse 80i equipado con una lampara HBO 50W y un conjunto de filtros de
excitacion de luz verde (BP 510-560 nm, FT 565 nm, LP 590 nm), excitacion de luz
azul (BP 450-490 nm, FT 500 nm, LP 515 nm), y UV (BP 340-380 nm, FT 400 nm,
BP 435-485).

Se identificaron diferentes morfotipos de picocianobacterias en funcion del
namero, la forma y el tamafio de las células y las colonias siguiendo el criterio de
Huber et al. (2017), basado en Komarek et al. (1999, 2014) y Komarek & Johansen
(2015) (Tabla 3.2). El recuento de epifluorescencia fue realizado para determinar la
abundancia (células mL™) de las Pcy, microcolonias y tricomas cortos. Se acept6
entre 10-15 % de error en la estimacion de la entidad mas frecuente, y se calculd

de la siguiente manera:

l( s ) t(a,1 —n)l 100
e=||l—=]|*x———| %
yn X
donde s es el desvio estandar, n es el nUmero de campos, X la mediayt es el valor

de la prueba t-student con a=0,05.

En estas mismas muestras se estimard ademas el nimero de células por
colonia de Aphanocapsa-like, Cyanodictyon sp. y Eucapsis sp. El tamafio de las
células fue estimado mediante andlisis de imagenes de epifluorescencia siguiendo
la técnica de Massana etal. (1997) y usando el software de procesamiento de

imagenes Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics).
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Tabla 3.2. Caracteristicas morfologicas de los morfotipos de picocianobacterias

dominantes en la Laguna Chascomus. La clasificacion de CPcy esta basada en
Huber et al. (2017).

Pcy Unicelulares Esférica
1,07+ 0,30
um
(n =100
células)
CPcy  Microcolonias Agregados sin = Usualmente Esférica 1,02 + 0,01
una forma de 3-9 Hm
definida células (n =100
células)
Tricomas Tricomas 4-12 células  Cilindrica 1,27 x 1,06 +
cortos 0,05 pm
(n =100
células)
Cyanodictyon Mucilago fino Promedio Esférica 1,16 £ 0,20
sp. y difuso, 25,5x 16,2 pm
células pma (n =100
redondas, con = (9,0 x 12,0— células)
orden 49,3 x 20,8
aparente pm)
14-30 células
Aphanocapsa- Mucilago Promedio Esférica 1,20 £ 0,04
like densoy 10,8 x 9,2 pm
definido, pm?2 (n =100
células (4,8 x 3,8— células)
redondas, 24,8 x 18,6
colonias m)
esféricas 7-15 células
Eucapsis sp. Colonias Promedio Esférica 1,17 £ 0,06
cubicas, las 27,6 x 13,2 pm
células suelen pm?2 (n =100
organizarse (9,8 x9,5— células)
en grupos de 60,8 x 25,6
cuatro células. pm)
10-78 células

El nidmero de colonias por mililitro de los tres principales morfotipos
(Aphanocapsa-like, Cyanodictyon sp. y Eucapsis sp.) (Tabla 3.2) se estimo

siguiendo el método de Utermohl (1958). Para esto las muestras fueron fijadas,
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como ya se menciond mas arriba, con una solucién de lugol acidificado (1%
concentracion final). En este caso, cada muestra fue previamente diluida en una
proporcién 1:50 por su alto contenido de particulas suspendidas, de esta dilucién se
colocaron 10 mL en cAmaras de sedimentacion y se dejaron sedimentar durante 24
horas. Las muestras sedimentadas fueron analizadas a 400x utilizando un
microscopio Nikon Eclipse T100. Primeramente, se realiz6 un barrido de todo el
fondo de la camara con un aumento bajo para analizar la uniformidad de la
distribucién del fitoplancton, luego se contaron campos al azar. Se acept6 error de
recuento de <20% en la estimacion del organismo mas frecuente en la muestra
(Venrick, 1978).

El ndmero de células por mililitro de los diferentes morfotipos de CPcy fue
estimado multiplicando las colonias por mililitro (estimadas con el microscopio
invertido) por el numero de células por colonia (estimado por microscopia de

epifluorescencia).

Los flagelados heterotrofos se cuantificaron a un aumento de 1000x
excitando la muestra con radiacion ultravioleta y con luz azul. La luz azul permite
diferenciar los organismos heterotrofos de los autétrofos debido a la
autofluorescencia de la clorofila-a que fluorece rojo. Se contdé un minimo de 100

flagelados por muestra.

Los ciliados se contaron en las muestras fijadas con lugol acidificado. La alta
concentracion de material particulado presente en el agua de la laguna dificulté el
recuento mediante microscopio invertido, por esta razén se opt6 por el método de
microscopia de epifluorescencia para cuantificarlos. De esta manera, se
blanquearon 6 mL de submuestras con unas gotas de tiosulfato y se fijaron con
formalina al 2% (Macek et al., 2008). Posteriormente, fueron tefiidos entre 0,5y 1
mL de cada muestra con DAPI, y se filtraron por medio de filtros de policarbonato
negro (MSI) de tamafo de poro de 2 um (Sherr & Sherr, 1993). Los filtros se
montaron siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, y se

examinaron a un aumento de 1000X utilizando un microscopio de epifluorescencia
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bajo luz azul y excitacion UV (Fermani et al., 2013). Se contaron un minimo de 400

campos por muestra.

La abundancia de zooplancton in situ del tratamiento CZ en T, se determind
vertiendo 50 L de agua del lago a través de una red de 45 pm y esta muestra filtrada
se conservo en formalina al 4%. Los rotiferos se contaron bajo un microscopio 6ptico
en una celda de conteo Sedgwick-Rafter de 1 mL. Los clad6ceros se identificaron
con un microscopio de diseccion o lupa, en una camara de recuento Bogorov de 5
mL. El zooplancton de todos los tratamientos se cont6 al T para evaluar la tasa de
supervivencia. La abundancia del zooplancton se expres6 como numero de

individuos por litro.

Experimento con una cepa de Pcy (CH40) y contacto indirecto presa-
depredador

Con el objetivo de evaluar el efecto indirecto de los distintos depredadores
sobre las Pcy, se realizd un experimento donde se utilizaron exudados de los
mismos depredadores sobre estas (Medio condicionado, MC). Para este
experimento la cepa de Pcy CH40 se mantuvo con medio BG-11 (Rippka, 1988;
Stanier et al., 1971) en un cultivo semicontinuo en fase de crecimiento exponencial
con el fin de minimizar el nUmero de células agrupadas. El experimento se realizo
por triplicado utilizando recipientes de vidrio de 10 mL de capacidad. Se llenaron un
total de 18 tubos de vidrio con 8 mL de cultivo de Pcy y 2 mL de medio condicionado
(para los diferentes tratamientos) o medio de cultivo (para los controles),

estableciendo la abundancia inicial de Pcy en ~2 x 108 células mL™.

Se establecieron cuatro tratamientos con medio condicionado (MC). Para
ello, el cultivo en el que crecié cada depredador se filtr6 mediante un filtro de
membrana de 0,22 um (BiofilTM). El filtrado obtenido fue analizado por citometria
de flujo para confirmar la ausencia de microorganismos. Los cultivos utilizados
contenian B. huaroniensis (Bos) con una abundancia inicial de 1,2 x 102 individuos
L™, K. tropica (Kt) con 3 x 102 ind. L™, B. havanaensis (Bh) con 3 x 10%ind. L™ty O.
tuberculata (Och) con 3.8 x 107 células L. Ademas, se incluyeron dos controles

diferentes. Uno con la adicién de medio BG-11, el medio utilizado para cultivar las
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Pcy (Control-BG11), y otro con la adicion de medio modificado EPA, el medio
utilizado para el cultivo de zooplancton (Control-EPA).

Ademas de Bosmina, que tiene un impacto sobre la dinamica Pcy-CPcy
(Huber et al., 2017), y los rotiferos, que dominan el zooplancton en la laguna
(Diovisalvi et al., 2015b), también fue incluido un protista mixétrofo dado que
generalmente se consideran los principales bacterivoros en lagunas. Por lo tanto,
se decidio utilizar Ochromonas ya que estos se alimentan de Pcy e inducen un
cambio en su morfologia cuando se cultivan juntos (Jezberova & Komarkova, 2007).

Se tomaron muestras (1 mL) al inicio del experimento (To) y después de 24,
48 y 96 horas de incubacién para determinar la abundancia de picocianobacterias.
En cada ocasion, el volumen eliminado se reemplazé con medio condicionado o

medio de cultivo fresco segun se trate de un tratamiento o del control.

Los tubos de vidrio se colocaron en una rueda de plancton (descrita
anteriormente) utilizando las mismas condiciones de luz y temperatura que en el
primer experimento. Se contaron las picocianobacterias (Pcy y CPcy) usando
microscopia de epifluorescencia. El procesamiento de las muestras fue similar al
experimento descrito anteriormente; la Unica diferencia fue que la dilucion utilizada
fue diferente dependiendo de los cambios en la abundancia de picocianobacterias

en el transcurso del tiempo del experimento.

Analisis de datos

La mayoria de los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
estadistico Infostat (di Rienzo et al., 2020), que se conecta al entorno R a través de
una interfaz integrada. En el experimento con comunidades naturales, para
comparar todos los tratamientos con el Control, se realizd ya sea un ANOVA de una
via o una prueba de Kruskal-Wallis, dependiendo de si los datos para el andlisis
eran paramétricos o no paramétricos. Para este experimento se planed un disefio
desbalanceado porque se aument6 el numero de réplicas en CZ, y por lo tanto

también en el Control, para controlar la varianza.
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Cuando los resultados de ANOVA o Kruskal-Wallis mostraron que las
variaciones eran significativas (P<0,05), se probaron las diferencias significativas
entre los tratamientos mediante comparaciones post hoc usando una prueba de
Tukey. Para el segundo experimento, se ejecuté un modelo lineal generalizado
mixto (GLMM) analizando dos tipos de efectos, es decir, el efecto de los

tratamientos sobre las Pcy y el efecto del tiempo sobre los tratamientos.
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Experimento con la comunidad planctonica natural y el contacto directo presa-
depredador

Al inicio del experimento (To) la abundancia de picocianobacterias era de 1,3
x 107 células mL™%, de las cuales el 34% se encontraban en formas unicelulares
(Pcy) y el resto formaban diferentes tipos de agregados (CPcy) (Fig. 3.2 a, Tabla
3.2): el 62% correspondi6 a diferentes tipos de colonias y microcolonias y el 4% a
tricomas cortos. Las Pcy y CPcy presentaban una morfologia celular muy similar
bajo el microscopio, todas ricas en ficocianina (PC-Pcy), sin aerotopos (vesiculas
de gas) y con tamanos de célula casi idénticos de 1,07 £ 0,3 um (Tabla 3.2). Entre
las CPcy, se identificaron tres morfotipos principales: Cyanodictyon sp. con una
abundancia inicial de 6 x 10° células mL™, Aphanocapsa-like con 4,8 x 10° células
mL™ y Eucapsis sp. con 1,3 x 10° células mL™. Se observaron microcolonias, sin
una morfologia colonial definida (3,6 x 10° células mL™), también se identificaron
otros agregados con una morfologia celular bastante similar, como Merismopedia

sp. (1,2 x 10° células mL™) y Rhabdoderma sp. (1,4 x 10° células mL™).

Después de 6 dias de incubacion (Ts) el numero total de células de
picocianobacterias no disminuy6 con respecto a la abundancia inicial (9,2 x 108
células mL™). La abundancia de Pcy fue significativamente menor (P<0,05) en todos
los tratamientos (~1,5 x 108 células mL™) en comparacion con el Control (3,5 x 10°
células mL™), mientras que la abundancia de células CPcy fue significativamente
mayor (Fig. 3.2b; Fig. 3.3). No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con diferentes depredadores (CZ, Bos, Kt). La abundancia relativa de
células Pcy y CPcy mostré la misma tendencia. Las Pcy aumentaron levemente en
el Control (39%), mientras que en los tratamientos que contenian zooplancton
disminuy6 significativamente (P<0,05), alcanzando 21, 14 y 9% en CZ, Bos y Kt,
respectivamente en relacion con el control (Fig. 3.2a). Con respecto a las células
gue forman colonias o agregados (CPcy), hubo una leve disminucion (no

significativa) en el Control del 59% en T, al 53% en T;. Por el contrario, se observo
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un aumento significativo (P<0,05) en la abundancia de CPcy en todos los
tratamientos con zooplancton: 69% en CZ, 78% en Bos y 82% en Kt.
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Figura 3.2. Contribucion relativa (a) y abundancia absoluta (b) de morfotipos
de picocianobacterias al inicio (To) y después de seis dias de incubacién (T;) en el
experimento con la comunidad plancténica natural. CZ: con zooplancton; Bos:
Bosmina huaroniensis; Kt: Keratella tropica. Las colonias incluyen microcolonias,
Aphanocapsa-like, Eucapsis sp. y Cyanodictyon sp. Otras Colonias: Merismopedia
sp. y Rhabdoderma sp. Las barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Figura 3.3. Micrografias de epifluorescencia bajo excitacion con luz verde que

muestran ejemplos de morfotipos de picocianobacterias al inicio del experimento
(To) y después de seis dias de incubacion (T;) en el experimento con la comunidad
natural: CZ: con zooplancton; BOS: Bosmina huaroniensis; KT: Keratella tropica.

Las barras rojas indican una escala de 20 pm.

Las diferencias en los morfotipos de CPcy entre tratamientos se observaron
principalmente en Aphanocapsa-like (Fig. 3.4). En el tratamiento Bos, la abundancia
aumento significativamente al duplicar el nimero de colonias por mL (P<0,05). Por
otro lado, las microcolonias tendieron a disminuir en todos los tratamientos en
comparacion con To. EI nUmero de células por colonia no varid significativamente
entre los tratamientos en la mayoria de los morfotipos de CPcy (P>0,05),
microcolonias (promedio de 4,5 células colonia?), tricomas cortos (promedio de 4,3

células colonia) y Cyanodictyon sp. (promedio de 22,5 células colonia™?).
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Figura 3.4. Abundancia de los principales morfotipos de CPcy al inicio (To) y después
de seis dias de incubacion (Tf) en el experimento con la comunidad plancténica
natural. CZ: con zooplancton; Bos: Bosmina huaroniensis; Kt: Keratella tropica. Las
barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas (P<0,05).

Aphanocapsa-like aumentd significativamente (P<0,05) de 8,1 células
colonia en To a mas de 11 células colonia? en Kt, CZ y Bos en T (Fig. 3.5). Se
observaron diferencias significativas en el tamafio colonial promedio de Eucapsis
sp. En CZ (P<0,05) disminuy6 a 11,4 células colonia y en Bos alcanz6 67,8 células

colonia®.
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Figura 3.5. Numero de células por colonia de los principales morfotipos de CPcy al
inicio (To) y después de seis dias de incubacion (Tf) en el experimento con la
comunidad plancténica natural. CZ: con zooplancton: Bos: Bosmina huaroniensis;
Kt: Keratella tropica. Las barras indican la desviacion estandar. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). En recuadro Eucapsis
sp. los asteriscos (* y **) indican diferencias significativas entre los tratamientos CZ

y Bos.

La abundancia de flagelados heterotrofos al inicio del experimento fue de 5,2
x 10* flagelados mL™. No se observaron diferencias significativas (P>0,05) entre
tratamientos y Control en T; (Fig. 3.6a). La abundancia inicial de ciliados fue de 12
ciliados mL™. Al final del experimento, la abundancia fue significativamente mayor
en el Control (promedio: 102 ciliados mL™) en comparacién con los otros
tratamientos (P<0.05) (Fig. 3.6b). La comunidad de zooplancton en el lago estuvo

representada principalmente por pequefios cladéceros (B. longirostris y B.

150



huaroniensis) y rotiferos (K. tropica, K. Americana, B. havanaensis y Brachionus
caudatus), mientras que los copépodos fueron el grupo menos abundante (tabla
3.3). Al final del experimento, la supervivencia del zooplancton fue ~75% para Bos

y ~100% para tratamientos con Kt.
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Figura 3.6. Abundancia de flagelados (a) y ciliados (b) al inicio (To) y después de
seis dias de incubacion (Tr) en el experimento con la comunidad planctonica natural.
CZ: con zooplancton; Bos: Bosmina huaroniensis; Kt: Keratella tropica. Las barras

indican la desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas (P<0,05).
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Tabla 3.3. Abundancia de zooplancton (individuos L) al inicio del experimento in
situ (To) y en los diferentes tratamientos en el experimento con la comunidad natural.

CZ: con zooplancton; Bos: Bosmina huaroniensis; Kt: Keratella tropica.

Cladoceros 60 1420 734

(Alona sp., Moina sp.,
Bosmina longirostris, B.
huaroniensis)

Rotiferos 685 4700 5600
(Brachionus caudatus, B.

havanaensis, Filinia,

Keratella americana, K.

tropica)

Copépodos 38 760

(Calanoideos, ciclopoideos)

Experimento con una cepa de Pcy y con contacto indirecto presa-depredador

El nimero total de células (Pcy + CPcy) al comienzo del experimento fue de
1,7 x 108 células mL™1. La abundancia de picocianobacterias aumento6 de 2 a 3 veces
en todos los tratamientos que contenian medio condicionado (MC) y permanecio
constante en los controles. Al comienzo del experimento, aproximadamente el 20%
de las células se encontraban agregadas. Sin embargo, este porcentaje disminuyo6
a 11y 14% en Control-BG11 y Control-EPA, respectivamente, después de 4 dias
de incubacion (Figs. 3.7 y 3.8). Las diferencias entre los controles no fueron
significativas en ningin momento (P>0,05). Por el contrario, los cuatro tratamientos
gue contenian MC aumentaron significativamente el porcentaje de células
agregadas (Fig. 3.7), asi como el tamafio de las colonias (Fig. 3.8). Después de un
dia de incubacién, las CPcy superaron el 40% en todos los casos. A las 48 h de
incubacion, hubo una ligera disminucion en la mayoria de los tratamientos con
medio condicionado, aunque siempre se encontraron diferencias significativas
respecto a los Controles (P<0,05) a lo largo del curso del experimento (24, 48 'y 96

h). No se observaron diferencias significativas (P>0,05) entre los distintos
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tratamientos con MC. Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre los

tiempos de muestreo (P>0,05).
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Figura 3.7. Porcentaje de células de picocianobacterias que forman agregados en
cada tratamiento y controles a lo largo de los cuatro dias de incubacion en el

experimento con medio condicionado. Las barras indican la desviacion estandar.
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Figura 3.8. Micrografias de epifluorescencia bajo excitacion con luz verde de la cepa
a Pcy en cada tratamiento y a diferentes tiempos de incubacion (TO, 24, 48 y 96
horas) en el experimento con medio condicionado. La barra blanca indica una escala

de 20 um.
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Existen evidencias que demuestran que la agregacion de microorganismos
unicelulares ofrece proteccion contra los depredadores (Pernthaler, 2005; Stal,
2017). Por ejemplo, algunos eucariotas como el alga verde Scenedesmus
(Verschoor etal.,, 2004), asi como también diferentes grupos de bacterias
heterétrofas, forman microcolonias (Matz et al., 2004) o agregados (Blom et al.,
2010; Corno et al., 2013) como mecanismo de defensa para evitar la depredacion.
En picocianobacterias, Jezberova & Komarkova, (2007) y Callieri et al., (2016)
demostraron que el desarrollo de agregados podria ser estimulado por la presencia
de una Chrysophyceae mixotréfica. Sin embargo, en estos Ultimos experimentos,

las presas y los depredadores se colocaron en el mismo contenedor experimental.

En el presente trabajo, pudimos confirmar experimentalmente el efecto de
agregacion de picocianobacterias unicelulares en colonias como estrategia de
defensa contra los depredadores y ademas demostramos que el contacto directo
entre presa y depredador no es necesario para estimular la agregacion de Pcy en
CPcy, confirmando la hipotesis H2. Ademas, nuestros resultados sugieren que
diferentes depredadores tanto representantes del zooplancton (rotiferos y pequefios

claddceros) como nanoflagelados podrian desencadenar la misma respuesta.

Algunas cianobacterias coloniales como Microcystis aeruginosa
generalmente crecen como células individuales en condiciones de cultivo, en lugar
de crecer formando colonias como suele encontrarse en los ambientes naturales.
Sin embargo, se ha demostrado que sus células se agregan cuando son tratadas
con la toxina microcistina producida por la misma especie (Sedmak & Elersek,
2006), con células de Microcystis rotas (Becker, 2010) o con medio de cultivo de
Daphnia envejecido (Becker, 2010). Por el contrario, experimentos con el alga verde
Scendesmus obliquus y el rotifero Brachionus calyciflorus demostraron que la
induccion de la formacion de colonias en S. obliquus ocurre a través de sustancias
guimicas que son liberadas durante el pastoreo, y no a través de sustancias
guimicas producidas por un depredador o una presa solamente (Verschoor et al.,

2007). En nuestro caso, la respuesta se observo utilizando medio condicionado de
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diferentes organismos de zooplancton que se alimentaban de Chlamydomonas sp.,
0 en el caso de O. tuberculata cuya cepa fue mantenida en un medio de cultivo no
axeénico, es decir que se alimentaba de bacterias. Por lo tanto, esto sugiere que los
infoquimicos no provienen de células de Pcy rotas. De acuerdo con nuestros
resultados, Corno & Jiurgens, (2006) demostraron que una cepa de Flectobacillus
(Bacteroidetes) puede detectar sefales quimicas disueltas secretadas por protistas
depredadores y responder formando filamentos no palatables. Curiosamente, esta
respuesta de cambios fenotipicos pudo ser inducida cuando el flagelado depredaba
sobre Flectobacillus y también sobre Pseudomonas putida (Proteobacteria).
Algunos estudios que abordan el papel de Daphnia en la formacién de colonias de
diferentes algas sugieren que la evolucion de infoquimicos en esta respuesta
fenotipica podria ser una sefial organica no volatil con un peso molecular bajo (van
Holthoon et al., 2003; von Elert & Franck, 1999). Del mismo modo, Yasumoto et al.
(2005, 2008) estudiaron mediante cromatografia, el infoquimico liberado por
Daphnia en presencia de Scenedesmus y encontraron ocho tipos diferentes de
sulfatos alifaticos. Sin embargo, hasta la fecha no existen pruebas de que estos
productos quimicos sean liberados por dafnidos vivos y por otros depredadores
como rotiferos o flagelados. Son necesarios mas estudios para desentrafiar la
composicion exacta de las sefales quimicas responsables de la induccién de

defensa de cada especie en particular.

La mayoria de los experimentos realizados para evaluar la plasticidad
fenotipica de bacterias y picocianobacterias en respuesta al pastoreo se han
centrado en protistas, en particular en flagelados. Esto se debe a que los flagelados
heterétrofos y mixotrofos se consideran comunmente los principales depredadores
de picoplancton en la columna de agua (Pernthaler, 2005; Sherr & Sherr, 2002),
mientas que el efecto del zooplancton de mayor tamafio generalmente se subestima
0 se considera de importancia secundaria (Callieri et al., 2012), a pesar de que el
picoplancton esta dentro del tamafio de presa preferido por el zooplancton pequefio.
Algunos estudios antiguos mostraron que Bosmina se alimenta de presas <19 ym
(Burns, 1968; Gliwicz, 1969). En particular, algunas estimaciones indicaron que

estos pequefios claddceros prefieren presas de entre 1,5y ~5 ym (Geller & Mller,
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1981; Ross & Munawar, 1981). Ademas, diferentes especies del rotifero Keratella
parecen preferir particulas de ~0,5-2 ym (Ooms-Wilms, 1997; Ronneberger, 1998).
Por lo tanto, las Pcy y las microcolonias pequefias de pocas células estarian dentro

del rango de tamafio de presa preferido por Bosmina y Keratella.

En este trabajo se evalu6 el efecto de un rotifero (K. tropica) y un pequefio
claddcero (B. huaroniensis) sobre una comunidad natural dominada por Pcy y CPcy.
A pesar de que el volumen utilizado en el primer experimento pudo haber limitado
el comportamiento normal de Bosmina, aun asi, se observé un claro efecto sobre la
agregacion de Pcy, ya que la abundancia de Pcy unicelular disminuy6 y la
abundancia de células CPcy aument6 con la presencia de diferentes organismos
zooplanctonicos (Fig. 4.1). Estos resultados concuerdan con trabajos previos
(Huber et al., 2017b; Quiroga et al., 2021) acerca del efecto de Bosmina, y sugieren
ademas que los rotiferos también podrian desencadenar la misma respuesta. Si
bien esto podria explicarse por un consumo mas rapido de las Pcy, favoreciendo
asi la dominancia de las CPcy, no encontramos diferencias en el nimero total de
células de picocianobacterias (Pcy + CPcy) entre el tiempo inicial y el final. Ademas,
Huber et al. (2017) analizando la porcion del ADN correspondiente al gen 16S y al
ITS (espaciador transcrito interno) demostraron que varios genotipos de
picocianobacterias pueden encontrarse in situ tanto como células individuales (Pcy)
como formando colonias (CPcy). Un efecto indirecto, mediado a través de una
cascada tréfica, también podria ser una explicacion plausible de la agregacion. Sin
embargo, los resultados del segundo experimento mostraron que el medio
condicionado que provenia del cultivo de Bosmina también inducia la agregacion en
una cepa de Pcy. En conjunto, estos resultados indican que el pastoreo del

zooplancton podria inducir la agregacion in situ de Pcy.

Se ha observado que, en los lagos eutroficos poco profundos, la abundancia
de rotiferos y pequefios cladéceros puede ser notablemente alta (Jurgens &
Jeppesen, 2000; Sommaruga, 1995). En la laguna Chascomus se han registrado en
algunas ocasiones mas de 5000 rotiferos L** y 1000 cladoceros L (Diovisalvi et al.,
2015b; Fermani et al., 2013; Huber et al., 2017). En particular, Huber et al. (2017)
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registraron un aumento significativo en el niamero de células por colonia de
Cyanodictyon sp. (de 20 a 70 células colonia?) seguido a un pico de cladéceros
(>1000 ind. LY. En consonancia con esto, un estudio de citometria de flujo de 10
afos de la dinamica de las picocianobacterias en la misma laguna (Quiroga et al.,
2021) mostrd un aumento de la fluorescencia roja (i.e, la clorofila) y la dispersién de
la luz (i.e. el tamafio) durante los periodos de alta abundancia de Bosmina, que
pueden estar asociados con una mayor abundancia de CPcy. En base a estos
resultados, era esperable que Bosmina indujera una respuesta mas marcada que
otros depredadores como los rotiferos. Sin embargo, contrariamente a nuestra
hipotesis H1, encontramos que la presencia de todos los depredadores estudiados

afecté de manera similar la proporcion de CPcy en una comunidad natural.

Estudios llevados a cabo por Verschoor et al. (2004) demostraron que el
tamafo de la colonia de S. obliquus aumenta con la concentracion de infoquimicos
producida de B. calyciflorus. Siguiendo esta idea, especulamos que la falta de
diferencias entre los depredadores utilizados en nuestro estudio podria deberse a
una concentracion muy alta de sustancias infoquimicas en todos los tratamientos,
probablemente superior a la que comunmente se puede registrar en la laguna.
Desafortunadamente, la naturaleza de estas sefiales quimicas, como son liberadas
y detectadas por las picocianobacterias, asi como las dosis necesarias para

desencadenar una respuesta, alin no estan claras.

Ademas de los flagelados y el zooplancton, los ciliados de pequefio tamafio
(<30 um) también son importantes herbivoros de picoplancton en lagunas eutréficas
(Beaver & Crisman, 1989; Simek et al., 2000, 2019). En la laguna Chascoms, la
abundancia de ciliados fluctia desde casi indetectable hasta >1000 ind. mL*
(Fermani et al.,, 2013) y generalmente estd dominado por especies de tamafo
relativamente pequefio (10—20 pm) representadas principalmente por Halteria spp.,
Urothichia sp. y Tintinnidos (Fermani, com. pers.). En nuestro experimento se
observaron solo unos pocos taxones de Halteria. Se sabe que en ambientes
altamente productivos este género es capaz de depredar una media de 40 Pcy
ciliado* mL? (Zingel et al., 2007) y de 1-3 x 102 bacterias ciliado® h'* (Simek et al.,
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2001). Si bien no se realizaron experimentos para confirmar el efecto de los ciliados
sobre la agregacion de picocianobacterias, dado que esta respuesta fenotipica fue
confirmada para predadores pertenecientes a linajes muy diferenes (i.e. crisofita,
rotifero y cladécero), es probable que los ciliados también tengan la capacidad de

inducir la misma respuesta.

En el experimento que se utilizo toda la comunidad planctonica natural, la
abundancia de flagelados no difirié6 entre To y T en ninguno de los tratamientos,
mientras que los ciliados aumentaron en el Control de 12 a 102 ciliados mL* al final
del experimento. Este incremento podria ser explicado por la ausencia de
zooplancton en el Control. A pesar de esto, la proporcion de CPcy practicamente no
cambio entre To y Tt. Es decir, que los flagelados y ciliados pudieron mantener una
proporcion bastante constante de CPcy a lo largo del experimento. Esto sugeriria
gue los ciliados no tienen el mismo efecto en la agregacion de Pcy que los otros
depredadores analizados, o bien que el aumento en la abundancia de ciliados en el
Control no fue lo suficientemente alta como para impactar significativamente en la

estructura del ensamble Pcy-CPcy.

Las interacciones troficas entre el zooplancton, ciliados, flagelados y el
picoplancton son muy complejas. Todos estos depredadores pueden alimentarse
de picoplancton, pero a su vez también pueden ingerir otros depredadores (por
ejemplo, los rotiferos pueden consumir flagelados). En este punto de la discusion
es importante mencionar que a pesar de que no pudimos desentrafiar toda esta
complejidad, el efecto del zooplancton en la estructura de las picocianobacterias es
evidente: la alta abundancia de Bosmina y Keratella result6 en una mayor
proporcion de CPcy. No se puede descartar que esta respuesta pueda ser
consecuencia de multiples interacciones tréficas indirectas, y probablemente la
agregacion de Pcy podria ser estimulada indirectamente a través de un efecto en
cascada. Sin embargo, los resultados del experimento con medio condicionado
sugieren que el zooplancton también puede inducir la agregacion de
picocianobacterias mediada por infoquimicos. Por lo tanto, es probable que ambos

mecanismos estén operando simultaneamente en sistemas naturales.
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La respuesta de los diferentes morfotipos de CPcy vari6 entre tratamientos.
La abundancia de colonias de Aphanocapsa-like aumenté cuando se afiadi6
Bosmina, mientras que Eucapsis sp. aumentd su nimero de células por colonia.
Estos resultados parecen contrastar con los obtenidos previamente por (Huber
et al.,, 2017), quienes observaron la respuesta méas evidente en Cyanodictyon sp.
Sin embargo, es preciso mencionar que, durante su experimento, la abundancia de
morfotipos similares a Aphanocapsa y Eucapsis sp. fue muy bajo (<20% de la
CPcy), lo que imposibilita la deteccion de una respuesta clara para estos dos
morfotipos. Es muy probable que esta aparente discrepancia entre los experimentos
se explique por las diferencias en la abundancia inicial de los principales morfotipos
de CPcy, los cuales cambian a lo largo del ciclo anual, y que, en el momento de este
experimento, Aphanocapsa-like era dominante.

Finalmente, otro punto a considerar es que los experimentos de este capitulo
se llevaron a cabo con cepas de Pcy no axénicas. Yang et al. (2006) probaron el
efecto inductor de colonias en un cultivo axénico de M. Aeruginosa cuando fue
depredado por el flagelado Ochromonas y observaron una respuesta relativamente
débil. Cruz & Neuer (2019) compararon el crecimiento de dos cepas de
picocianobacterias marinas (Synechococcus y Prochlorococcus) en condiciones
axénicas y no axénicas, y demostraron que las bacterias heterétrofas mejoran la
agregacion en ambas cepas. Esta evidencia sugiere que las bacterias heterotrofas
juegan un papel clave en la agregacion de picocianobacterias. Por lo tanto, los
estudios que se lleven a cabo en el futuro deberian contemplar no solo la interaccion
trofica depredador-presa, sino también las interacciones que involucran a las

comunidades procariotas asociadas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan nuevas evidencias
sobre la capacidad de agregacion de picocianobacterias unicelulares. Se demostré
por primera vez que depredadores de diferentes linajes podrian inducir la
agregacion de picocianobacterias unicelulares y que el contacto directo entre presas

y depredadores no es necesario. A partir de nuestro disefio experimental, pudimos
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responder algunas preguntas claves para comprender mejor la plasticidad
fenotipica en las picocianobacterias, como las planteadas por Stal (2017): ¢Qué
hace que las picocianobacterias formen agregados? ¢Hay infoquimicos
involucrados en la agregacion de Pcy? ¢Quién los produce? Los resultados
obtenidos en este trabajo también abren nuevas preguntas sobre si diferentes
depredadores producen las mismas moléculas infoquimicas o si durante su historia
evolutiva las picocianobacterias han desarrollado diferentes capacidades para
detectarlas.
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Se demostr6 que distintas especies de rotiferos (B. caudatus, B.
havanaensis, K. tropica) y cladéceros (Bosmina sp.) son capaces de
consumir activamente Pcy.

Se confirm6 experimentalmente que el efecto de agregacion de
picocianobacterias unicelulares en colonias, resulta una estrategia de
defensa contra los depredadores y que puede ser estimulado por la presencia
de flagelados, rotiferos y claddceros.

El contacto directo entre presa y depredador no es necesario para estimular
la agregacién de Pcy en CPcy, ya que éste seria desencadenado por un

infoquimico disuelto en el agua que no provendria de células de Pcy rotas.
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El estudio de los patrones globales del PPP nos permitié corroborar y conocer
la relacion de este con distintas variables fisicoquimicas a lo largo de un
gradiente latitudinal. La abundancia del PPP y de las BH mostraron una relacion
positiva con el aumento de la clorofila-a lo cual condice con numerosos estudios

previos.

Se observo un aumento de la importancia relativa de las Pcy hacia el Ecuador
en relacion a las BH y al PPP, esto implica una mayor importancia de las Pcy, y
por lo tanto mayor relevancia de la herbivora por sobre la bacterivoria, en términos
de transferencia de energia dentro de las tramas troficas microbianas. Una
consecuencia de esto es que gran parte del carbono fijado por el fitoplancton fluiria
a través de la via heterotrofica (e.g. bucle microbiano) en lugar de la via clasica (e.qg.
fitoplancton -> zooplancton), incrementandose la cantidad de intermediarios hasta
llegar al zooplancton y probablemente disminuyendo asi la eficiencia trofica del

sistema en latitudes mas bajas.

Asimismo, se observo que existe una tendencia general de aumento del PPP hacia
el Ecuador y una disminucion en la importancia relativa de Peuk (Peuk/PPP).
La tendencia de Peuk a disminuir hacia estas zonas mas calidas coincide con lo

observado en el océano.

En este trabajo se observo que la abundancia relativa de PC-Pcy aumenta en
sitios turbios, y las PE-Pcy en sitios mas transparentes (Stomp et al., 2007).
Las Peuk presentaron una abundancia relativa promedio de alrededor de 40% en
ambientes con transparencia o Kd <2 m™ (i.e. oligo-mesotréficos), disminuyendo
levemente hacia ambientes mas turbios. Sin embargo, a diferencia de las PE-Pcy y
PC-Pcy, las Peuk estan presentes a lo largo de todo el gradiente de
transparencia sin mostrar una clara dominancia en ninguna condicion
luminica. En parte, esto podria deberse a que las Peuk son un grupo muy
heterogéneo que contiene organismos muy diversos pertenecientes a especies, e

incluso linajes evolutivos, muy diferentes. Es altamente probable que distintos Peuk
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ocupen distintos nichos luminicos a lo largo de todo el gradiente espectral de la luz,
tal como fue observado en ambientes marinos para distintos ecotipos de Pcy
(Holtrop et al., 2020; Grébert et al., 2018).

Los datos disponibles sobre composicion espectral y abundancia de PPP
muestran el mismo patron hasta ahora observado: valores de Kdred/Kdgreen bajos
(i.e. mayor proporcién de luz roja) dominados por PC-Pcy, valores altos (mayor
proporcién de luz verde) dominados por PE-Pcy y las Peuk presentes en todo el
gradiente con una media de aprox. 30-40% sin una tendencia clara.

La variacion temporal de las Pcy analizada en numerosos ambientes no
muestra un Unico patron. En ambientes templados del hemisferio Norte los
maximos de abundancia ocurren usualmente en primavera-verano, con descensos
abruptos hacia el invierno donde las Pcy son casi imperceptibles. En ambientes
tropicales no se observa una temporalidad tan marcada en la abundancia de Pcy,
presentando abundancias elevadas durante todo el afio. A diferencia de los
ambientes templados arriba mencionados, las Pcy en las lagunas pampeanas
presentan valores de abundancia elevados durante todo el afio, con maximos
durante el invierno. Una posible explicacion es que haya un efecto top-down que
impida a las Pcy alcancen sus maximos esperables para las épocas mas calidas.
En linea con esta idea los rotiferos, el componente del zooplancton mas abundante
de la laguna y que presentan tasas de depredacion significativas, presentan una
variacion estacional exactamente opuesta a las Pcy, es decir, que los maximos de

rotiferos coinciden con los minimos de las Pcy.

Mediante la combinacion de técnicas cell sorter por citometria de flujo y aislamiento
en placa se lograron aislar de la laguna Chascomus tres cepas de Peuk. La
caracterizacion molecular del gen ADNr 18S indica que todas las cepas

corresponden a la especie Choricystis krienitzii.

Las tasas de crecimiento tanto de Pcy como de Peuk estimadas presentaron
una relacion directa con la temperatura lo cual esta en concordancia con
numerosos trabajos previos que analizaron esta relacion. Las distintas

intensidades de luz solo tuvieron un efecto significativo en las Peuk, en donde
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las tasas aumentaron en los experimentos sometidos a mayor irradiancia. En la
cepa de Pcy no se observaron diferencias entre las tres irradiancias
ensayadas posiblemente debido a que dichas irradiancias se encontraban por
encima del coeficiente de saturacion de luz (lk), lo cual estaria indicando que se trata
de una cepa adaptada a bajas intensidades luminicas, en concordancia con la poca
disponibilidad de luz registrada en la laguna de Chascomus.

La relacion positiva entre las tasas de crecimiento de las Pcy y la temperatura
contrastan con el patron observado usualmente en la laguna, donde las Pcy
presentan su maximo de abundancia en los meses invernales. Esto podria estar
relacionado con una mayor presion de herbivoria a partir de primavera por parte del
zooplancton, especialmente de rotiferos. En este sentido, pudimos demostrar que
distintas especies de rotiferos (B. caudatus, K. tropica, B. havanaensis) y
cladoceros (Bosmina sp.) fueron capaces de ingerir Pcy de manera activa.
Este resultado es particularmente relevante puesto que muchos autores consideran
gue el consumo de Pcy o de bacterias es mas incidental que intencional (Work &
Havens, 2003). Las tasas de consumo aqui calculadas indican ademas que el
impacto del zooplancton sobre las Pcy podria ser relevante en lagunas someras
como las pampeanas. Sin embargo, aun resta por estudiar el efecto del zooplancton
a distintas temperaturas para dilucidar en qué medida las tasas de depredacion

varian en relacion a los cambios estacionales de la temperatura.

Por otro lado, la presencia de todos los depredadores estudiados (rotiferos,
cladoceros) afectd6 de manera similar la proporcion de CPcy en una
comunidad natural, corroborando que las Pcy pueden agregarse formando

colonias como una estrategia para evitar la depredacion.

Ademas, se demostré que no es necesario el contacto directo entre Pcy y sus
depredadores puesto que éste estaria inducido por infoquimicos o sefiales
guimicas disueltas. Ademas, nuestros resultados sugieren que diferentes
depredadores pertenecientes a distintos linajes podrian desencadenar la misma
respuesta. No obstante, seria necesario realizar mas estudios para desentrafiar la

composicion exacta de las sefiales quimicas responsables de la induccion de
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defensa de cada especie en particular. Todos estos resultados aqui presentados,
destacan el papel central del zooplancton como estructurador de las Pcy.

Dentro de las proyecciones futuras un aspecto que consideramos valdria la
pena profundizar es el efecto de la calidad de luz dentro de la columna de agua
sobre la dinamica de Pcy y Peuk. Es posible que las diferencias observadas entre
ambas cepas estén asociadas, no solo con la intensidad de luz, sino también con la
calidad de luz incidente, es decir, con las longitudes de onda del espectro
electromagnético que estan disponible debajo del agua en estos ambientes tan
turbios. En este sentido, el uso diferencial de la luz disponible por parte de las

distintas algas podria determinar su éxito en un ambiente natural.

Asimismo, otro aspecto que seria interesante explorar, es la fluctuacion diaria
en la intensidad de luz recibida por las algas. Puesto que, en las lagunas someras
y turbias, la profundidad de la capa eufotica es baja respecto a la profundidad del
cuerpo de agua (e.g. en la laguna Chascomus la capa eufotica es de aprox. 30 cm
y la profundidad media de 1,9 m), la mayor parte de la columna de agua (>80%)
nunca recibe luz. Debido a las condiciones polimicticas del cuerpo de agua, las
algas pasan la mayor parte del tiempo en oscuridad y sélo durante periodos muy
cortos experimentan altas intensidades luminicas. Aun cuando la energia total
recibida por las algas fuese la misma, la forma en que ésta es entregada puede
tener efectos importantes sobre la fotoinhibicion y la capacidad fotosintética, y

consecuentemente sobre el crecimiento poblacional de los diferentes organismos.
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