&

N,

=X

T\
T FACULTAD DE
UNIVERSIDAD CIENC|AS

DE LA REPUBLICA
URUGUAY

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE CIENCIAS

Tesis para optar por el grado de Licenciado en Bioquimica

Floraciones de cianobacterias en condiciones limitantes de
nutrientes: influencia de la dindamica fisicoquimica vertical

en un lago suburbano estratificado.

Giuliana Britos

Orientador: Dr. Luis Aubriot
Seccién Limnologia, Grupo de Ecologia y Fisiologia de Fitoplancton,
Instituto de Ecologia y Ciencias Ambientales. Facultad de Ciencias.

Noviembre, 2016.



Agradecimientos

En primer lugar quiero agradecer a mis padres y mi hermano por su
constante motivacion, sus buenas energias ante cada examen que rendi,
su cariio y sobre todo por estar siempre apoyandome. A mi esposo
Gustavo por su incansable apoyo y ondas positivas que me motivan

siempre a cumplir mis objetivos.

Le agradezco especialmente a mi tutor Luis por la gran oportunidad que me
brindd, por sus aportes, por la paciencia y por el tiempo dedicado durante

toda la pasantia.

A mis compafieros de la Seccion Limnologia por recibirme tan bien, sobre
todo a Fatima a Federica y Andrea por la inmensa ayuda en las salidas de
campo, en los experimentos y en las horas de microscopio en el [IBCE. Al
Departamento de Microbiologia del I|IBCE por Ila colaboracion.
Especialmente quiero agradecerle a Federica por brindarme datos no

publicados de su tesis de grado.

A las amigas y compariieros que tuve la suerte de conocer durante estos
afos de Facultad, con las que comparti horas de estudio, trabajo, nervios,

bajones, risas y que siempre me hicieron el aguante.



indice

1.
2,

3.

4,

5.

6.

7.

8.
9.

Resumen
Introduccion

2.1 Floraciones de cianobacterias

2.2 Disponibilidad y reserva de nutrientes
2.3 El caso de Cylindrospermopsis raciborskii

2.4 Cylindrospermopsis raciborskii en Uruguay

Objetivos

3.1 Objetivo general

3.2 Objetivos especificos
Hipoétesis y Predicciones

4.1 Hipdtesis
4.2 Prediccion 1.1

4.3 Prediccion 1.2

Materiales y Métodos

5.1 Disefo experimental
5.2 Estimadores de biomasa fitoplanctonica

5.2.1 Abundancia y biovolumen

5.2.2 Concentracion de Clorofila a

5.3 Cuantificacién de nutrientes
5.4 Estado fisioldgico: reserva de polifosfatos

5.5 Datos meteorolégicos

5.6 Analisis de datos
Resultados

6.1 Historico de datos meteorologicos

6.2 Perfiles verticales de variables abidticas

6.3 Relaciones entre variables fisicoquimicas
6.4 Pigmentos indicadores de biomasa fitoplancténica

6.5 Estructura de las comunidades fitoplanctonicas

6.6 Cuantificacién de nutrientes
6.7 Reserva en granulos de polifosfato

Discusion

7.1 Comportamiento de las variables fisicoquimicas

7.2 Indicadores de cianobacterias
7.3 Estado fisioldgico y reserva en granulos de polifosfato
Conclusiones y perspectivas

Referencias




1. Resumen

El estado tréfico de los ecosistemas acuaticos se ve alterado por acciones
antropicas como aportes puntuales de desechos organicos urbanos,
domésticos e industriales, y los aportes difusos por escorrentia. Estas
acciones provocan el crecimiento masivo (bloom o floracion) de
cianobacterias, organismos del fitoplancton de aguas continentales que
pueden sintetizar sustancias toxicas (cianotoxinas) con el consecuente
perjuicio para la salud humana. Este fendbmeno se intensifica en lagos
suburbanos por el aporte de nutrientes de origen antrépico. Tal es el caso
del Lago Javier que se encuentra en una zona suburbana de la Ciudad de
la Costa (Canelones, Uruguay) y ha recibido grandes aportes de nutrientes.
Este Lago se estratifica térmicamente lo que genera una zona andxica
profunda y una gran heterogeneidad fisicoquimica vertical. En este Lago
existen varios estudios sobre floraciones de cianobacterias neurotoxicas y
hepatotdxicas, sin embargo, se desconoce como la estructura vertical del
lago afecta su distribucidon vertical y estado fisiolégico. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio es evaluar la influencia de la dinamica
fisicoquimica vertical en los indicadores de biomasa de cianobacterias
(fluorescencia de pigmentos in situ) y en el estado fisiologico (reserva de
fosfato) de las mismas en el Lago Javier. Se realizaron muestreos
quincenales de primavera a otono, durante el periodo de estratificacion
térmica y mezcla parcial. Este trabajo muestra el efecto de la estratificacion
térmica en la deficiencia por fosfato de las cianobacterias y su capacidad
de obtener nutrientes de las capas profundas para sustentar su
crecimiento. El estudio de los gradientes verticales fisicoquimicos es
fundamental para la comprension de los factores que favorecen el

desarrollo y persistencia de floraciones de cianobacterias.



2. Introduccion

2.1 Floraciones de cianobacterias

Las cianobacterias son organismos procariotas fotoautétrofos a los que
se les atribuye ser responsables de la atmosfera oxidante que hoy
conocemos (Whitton & Potts, 2000). Poseen gran plasticidad fisioldgica que
les confiere la capacidad de adaptarse a condiciones extremas de
disponibilidad de luz, nutrientes y temperatura en diversos cuerpos de agua
(Whitton & Potts, 2000). Habitan ecosistemas marinos y continentales
(limnicos) y tienen la capacidad de crecer masivamente en el fitoplancton
formando floraciones de una o pocas especies (blooms) en periodos cortos
de tiempo. Ademas, estas floraciones pueden permanecer en el tiempo por
varios meses e incluso ser permanentes en el cuerpo de agua (Reynolds,

1993; Carey et al., 2012).

Las floraciones de cianobacterias disminuyen la diversidad bioldgica
en los distintos niveles troficos y son capaces de producir compuestos
aromaticos secundarios (geosminas y 2-metilisoborneol) que provocan mal
olor, mal sabor y aspecto visual desagradable en el agua (lzaguirre et al.,
1982). Ademas, son potenciales productoras de metabolitos denominados
cianotoxinas (Chorus & Bartram, 1999; Bonilla et al., 2015) que incluyen las
familias de las microcistinas, cylindrospermopsinas, anatoxinas vy
saxitoxinas (Leflaive & Ten-Hage, 2007). Estos metabolitos representan un

importante riesgo sanitario, puesto que poseen efectos perjudiciales tanto



para la biota presente en la columna de agua, como para animales y el
propio humano. Lo que puede resultar en la inhabilitacion de los servicios
del ecosistema acuatico como recurso para potabilizacién, riego, pesca y/o

recreacion (Huisman & Visser, 2005; Bonilla, 2009; Lehman et al., 2010).

En Uruguay el fenomeno de floraciones de cianobacterias es cada
vez mas frecuente y se ha detectado en zonas embalsadas del Rio Negro y
Rio Uruguay, las costas del Rio de la Plata y varios lagos o lagunas
costeras (Bonilla et al., 2015). La mayoria de estas zonas tienen
actividades recreativas, lo que aumenta el riesgo de exposicidon a
cianotoxinas u otros problemas sanitaros para los potenciales usuarios de
estos cuerpos de agua. Sobre todo en el periodo estival (Bonilla et al.,

2015).

La disponibilidad de nutrientes en el ambiente acuatico y la
temperatura son factores importantes que desencadenan las floraciones
algales. Un aporte excesivo de nutrientes, principalmente fosforo (P) vy
nitrégeno (N) lleva a la fertilizacion de los ecosistemas acuaticos, fendbmeno
denominado eutrofizacion (Reynolds, 2006). Mientras que el aumento de
temperatura incrementa las tasas de crecimiento, modifica las condiciones
hidrodinamicas de los ecosistemas acuaticos y extiende el periodo de
estratificacion térmica. Explicando que las floraciones sean frecuentes
durante el periodo estival en sistemas eutroficos (Paerl & Huisman, 2008).

Sin embargo, existen estudios que han puesto en duda la hipétesis que el



aumento de la temperatura por el calentamiento global sea el principal
factor responsable del aumento de las tasas de crecimiento de las
cianobacterias, puesto que se registran poblaciones dominantes a bajas

temperaturas (Lurling et al., 2013; Bonilla et al., 2012; Cremella, 2014).

2.2 Disponibilidad y reserva de nutrientes

En ambientes eutroficos, los nutrientes disueltos son rapidamente
incorporados en la gran biomasa de fitoplancton, disminuyendo la
disponibilidad de estos en la columna de agua y por ende, limitando el
crecimiento (Bonilla, 2009). A su vez, el fendmeno de eutrofizacién
disminuye la luz disponible en el cuerpo de agua. Por lo tanto, la presencia
y permanencia de floraciones en sistemas eutroficos va a depender de la
capacidad de adaptacion de las cianobacterias a condiciones limitantes de
algun recurso, ya sea deficiencia de nutrientes disueltos o de luz suficiente
para su crecimiento (Dignum et al., 2005; Reynolds, 2006). A partir de la
fertilizacion de los cuerpos de agua y posterior aumento de la produccién
primaria, ocurren una serie de eventos que se retroalimentan positivamente
(Bonilla, 2009). Se favorece la turbidez, el sombreamiento de la columna de
agua y el oxigeno disuelto es consumido en la degradaciéon microbiana de
la biomasa en descomposicion. Estos eventos conducen a la anoxia en
capas profundas, principalmente en condiciones de estratificacion térmica

durante el periodo estival (Bonilla, 2009). La anoxia en capas profundas,



promueve mecanismos fisicoquimicos que favorecen la liberacién de la
carga interna de nutrientes desde el sedimento. Bajo condiciones de
oxigenacion, el fosfato (PO4*) es retenido en el sedimento como fléculos de
hidréxido de hierro (Fe(OH)s). Durante la anoxia ocurren reacciones
fisicoquimicas de reduccion de 6xidos metdlicos que liberan el PO43 del
sedimento (Kalff, 2002). Esta carga interna de PO4% liberada, contribuye a
estimular aun mas la producciéon primaria y fomentar las floraciones de
cianobacterias (Bonilla, 2009). A su vez, el amonio (NH4") se acumula en el
hipolimnion anoxico por mineralizacion de materia organica y reduccion de
nitrato (NOs’). Una vez que la estratificacion se rompe, estos nutrientes
quedan disponibles para el crecimiento del fitoplancton y bacterias

heterdtrofas en la zona eufaética.

Los requerimientos nutricionales del fitoplancton y de cianobacterias
se aproximan a la relacion estequiométrica tedrica de Redfield (1958).
Dicha relacion establece que la composicion atomica del plancton de 106
atomos de carbono (C) por cada 16 de Ny 1 de P (106C:16N:1P) se
asociaria con las necesidades metabdlicas de los organismos. Si la cuota
celular de N y P se aparta de esa relacién, ocurre un déficit nutricional y
limitacion del crecimiento celular. En condiciones ambientales 6ptimas, las
cianobacterias pueden obtener N por la incorporacion de las fracciones
inorganicas disueltas NHs4*, nitrito (NO2) y (NOs). Ademas, algunas

cianobacterias tienen la capacidad de fijar N atmosférico a través de



células especializadas llamadas heterocitos (Orden Nostocales vy
Stigonematales) (Wolk et al., 1994). Los heterocitos pueden formarse bajo
condiciones ambientales deficientes de N (cianobacterias planctonicas, en
general) o ser constitutivos, como el caso particular de las cianobacterias
bentdnicas (Bonilla, 2009). A su vez, las cianobacterias son capaces de
regular su posiciéon en la columna de agua mediante vesiculas de gas.
Dichas vesiculas, permiten a las cianobacterias regular el acceso a
nutrientes disponibles en capas profundas, la exposicién a la luz y la tasa
de hundimiento (Oliver & Ganf, 2000). Por lo tanto, la capacidad de fijar N
atmosférico junto con la facultad de migrar en la columna para acceder a
fuentes de N inorganico epilimnético y bentdénico, le confieren a las
cianobacterias la ventaja de crecer en ambientes limitados por N (Ferber et

al., 2004).

Entre los nutrientes mas importantes esta el P, un elemento esencial
para el funcionamiento de organismos debido a su participacion en
diversos mecanismos vitales, como en la sintesis de acidos nucleicos,
fosfolipidos de membrana y en la transferencia de energia a través de los
nucledtidos ATP y ADP (Rigler, 1956). Este nutriente es frecuentemente
limitante de la productividad primaria, puesto que generalmente se
encuentra por debajo de las concentraciones necesarias para el
crecimiento fitoplanctonico (Schindler, 1977; Hudson et al.,, 2000). En
sistemas limnicos, el P se encuentra en la forma de ortofosfato (PO4%), o

también conocido como fdsforo reactivo soluble (PRS) por su



determinacién analitica y reaccion con molibdato de amonio
((NH4)sMo7024). A pesar de un aporte alto, bajo o esporadico de PO4*, las
cianobacterias tienen la capacidad de adaptarse fisiolégicamente a las
fluctuaciones ambientales de este nutriente ajustando sus propiedades de
asimilacion para optimizar su crecimiento (Aubriot et al., 2000; Aubriot et
al., 2011). Cuando el PO4* esta disponible, es rapidamente incorporado por
los organismos del fitoplancton hasta que la concentracion del nutriente
decrece a valores nanomolares (valor umbral), donde la incorporacién no
es energéticamente posible. Para que esta situacion se revierta, la
concentracion externa de PO4%* debe sobrepasar dicho valor umbral
(Falkner et al., 1989; Aubriot et al., 2000). Una contribuciéon abrupta de
PO+* al medio acuatico (pulso), provoca la incorporacion activa del
nutriente y su posterior almacenamiento mediante la agregacion de
granulos de polifosfatos intracelulares (Kulaev & Vagabov, 1983). En
sistemas eutréficos, los aportes de POs® pueden darse en forma de pulsos
de concentracion que pueden ser incorporados rapidamente por las
cianobacterias y formar floraciones en los dias sucesivos, debido a que
estos organismos son capaces de ajustar en minutos sus propiedades

energéticas y cinéticas de captacion de PO43 (Aubriot & Bonilla, 2012).
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2.3 El caso de Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii es una cianobacteria filamentosa
perteneciente al Orden Nostocales. Capaz de desarrollar células de
resistencia (acinetes) en condiciones de estrés ambiental, y de regular su
flotabilidad en la columna de agua, a través de vesiculas de gas para
acceder facilmente a nutrientes que se liberan desde el sedimento o para
obtener mejor calidad de luz (Padisak, 1997; Bonilla, 2009). Posee la
capacidad de fijar N atmosférico a través de la diferenciacion de células
vegetativas a células especializadas llamadas heterocitos, en deficiencia de
N inorganico disuelto (Padisak, 1997). Sin embargo, la fijacion de N
atmosférico puede estar ausente en esta especie, aun en presencia de
heterocitos (Ferber et al., 2004). C. raciborskii forma floraciones
potencialmente téxicas en sistemas de agua dulce, principalmente en
sistemas lénticos (Fabre et al., 2010). Es capaz de producir varias toxinas,
como la neurotoxina llamada saxitoxina, inhibitoria de los canales de sodio
y por consiguiente de la transmision nerviosa, lo que induce la paralisis
muscular (grupo de toxinas PSP, paralytic shellfish poison) (Chorus &

Bartram, 1999).

Cylindrospermopsis raciborskii es una especie con comportamiento
invasor que originariamente se describi6 como tropical (Padisak, 1997),
pero en los ultimos tiempos ha colonizado zonas subtropicales y templadas

de todo el mundo (Vidal & Kruk, 2008; Bonilla, 2009; Sinha et al., 2012). La
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expansion de esta especie hacia climas templados se puede explicar
debido a sus ventajas competitivas frente a otros organismos formadores
de floraciones. Por ejemplo, Bonilla et al. (2012) mostraron que C.
raciborskii es fisioldgicamente mas flexible que Planktothrix agardhii (orden
Oscillatoriales), lo que le permite explotar un amplio rango de condiciones.
Presenta ademas ecotipos que exhiben diferentes fajas de tolerancia a las
condiciones ambientales, facilitando su expansion a diversas regiones
(Piccini et al., 2011; Bonilla et al., 2012). Es descripta como especie con
tolerancia a la sombra “shade-tolerants”, con intensidades Iuminicas
menores a 30 pmol fotén m=2 s (Briand et al., 2004). Sin embargo, se han
obtenidos datos muy variables en diferentes estudios que revelan que esta
especie es capaz de aclimatarse y crecer en un amplio rango de

intensidades de luz (Mehnert et al., 2010; Fabre et al., 2010; Fabre, 2011).

La alta afinidad por el PO4s* y capacidad de almacenamiento en
granulos de polisfosfato, es otra caracteristica que le confiere a C.
raciborskii una ventaja adaptativa frente a las variaciones ambientales.
Puesto que, le permite crecer a bajas concentraciones del mismo
(Istvanovics et al., 2000; Amaral et al., 2014). La flexibilidad fenotipica de
C. raciborskii le permite adaptarse fisiolégicamente a cambios en la
disponibilidad de PO4*, optimizando su tasa de crecimiento con una
regulacion rapida (en minutos) del consumo de PO4* en sistemas acuaticos

con concentraciones fluctuantes de este nutriente (Amaral, 2011; Aubriot &
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Bonilla, 2012; Martigani, 2012; Amaral et al., 2014). Si bien existen ecotipos
de la especie con diferencias en la tasa de crecimiento, comparten la
afinidad y eficiencia en el uso de este nutriente (Piccini et al., 2011; Amaral

et al., 2014).

2.4 Cylindrospermopsis raciborskii en Uruguay

En nuestro pais, la eutrofizacion de los diversos sistemas limnicos
en los ultimos tiempos ha ido en aumento, debido a la creciente produccién
agricola-ganadera y a la urbanizacion (Bonilla et al., 2015). El registro de
floraciones de C. raciborskii ha ido en aumento, siendo detectadas
principalmente en el Lago Javier (Canelones), Laguna del Sauce y Laguna
Blanca (Maldonado); y en algunos tajamares de Rocha (Vidal & Kruk, 2008;

Fabre et al., 2010; Bonilla et al., 2015).

El Lago Javier se ubica en el parque Miramar del departamento de
Canelones, Uruguay. Se trata de un Lago artificial formado por la
extraccion de arena que se rodea de viviendas con uso recreativo por los
pobladores del lugar (Vidal & Kruk, 2008, Somma et al., 2013). Este Lago
no tiene afluentes de cursos de agua superficiales y se nutre
principalmente del aporte de agua subterranea. Segun Somma (2013) este
Lago se clasifica como eutréfico debido a su elevada carga de nutrientes y

alta concentracién de clorofila a (entre 55 y 150 ug I'"). El Lago sustenta
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una alta biomasa fitoplancténica dominada por cianobacterias filamentosas,
con floraciones de C. raciborskii en verano. Estudios recientes sobre la
dinamica de nutrientes en el Lago Javier (Federica Hirsch com. pers.)
muestran que la concentracion de PO4* en la superficie durante la floracion
es baja e indetectable, mientras que las concentraciones de fondo
(hipolimnéticas) son altas. Por lo tanto, no se conoce si la floracién de C.
raciborskii soporta las condiciones de estrés por POs* o se nutre de
aportes de PO4* desde las capas profundas. En este sentido, la evaluacién
de la presencia de granulos de polifosfato intracelular permitiria inferir que
los organismos acceden a pulsos esporadicos de PO4% (Aubriot et al.,
2011), mediante la migracion vertical de los organismos hacia capas ricas
en el nutriente y/o por el flujo vertical ascendente (difusién por mezcla

parcial).

El fenomeno de floraciones de cianobacterias es una de las
principales amenazas del uso de los recursos de agua, sumado al
importante incremento de floraciones reportados en los diferentes
ecosistemas Iénticos de nuestro pais (Bonilla et al., 2015). Considerando
que los sistemas de monitoreo de los principales factores fisicoquimicos e
indicadores fisiologicos de cianobacterias se realizan en la zona superficial,
este trabajo busca evaluar la dinamica de la estructura vertical de un lago
estratificado dominado por cianobacterias. El aporte al conocimiento de los

factores que favorecen el desarrollo de floraciones de cianobacterias y su
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persistencia en el ambiente, son fundamentales para avanzar hacia la

prediccion y mitigacion de este fenomeno.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el estado fisiolégico de poblaciones de cianobacterias florecedoras
en la columna de agua de un lago eutréfico durante el periodo de

estratificacion térmica.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la dinamica vertical de los parametros fisicoquimicos.

2. Analizar la distribucién vertical de las cianobacterias con indicadores de
biomasa in situ y analisis de clorofila a.

3. Evaluarla influencia de la estratificacion térmica en la deficiencia por

PO43 de las cianobacterias dominantes.
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4. Hipotesis y Predicciones

4.1 Hipétesis

Las cianobacterias poseen multiples ventajas adaptativas que han
permitido su expansion en diferentes latitudes. Sobre todo la cianobacteria
invasora potencialmente toxica Cylindrospermopsis raciborskii, especie
frecuentemente dominante del Lago Javier. En estudios previos se ha
planteado que esta cianobacteria posee una gran flexibilidad fenotipica,
que sumada a la presencia de diferentes ecotipos, le permite explorar y
adaptarse a un amplio rango de condiciones ambientales. Sobre todo, la
eficiencia de C. raciborskii en la captacion POs* y gran capacidad de
almacenamiento en granulos de polifosfato, le permite crecer y dominar en
ambientes con concentraciones bajas e incluso indetectables del nutriente.
Como ocurre durante el periodo de estratificacion térmica. Por lo tanto, es

posible plantear la siguiente hipétesis:

La dominancia de Cylindrospermopsis raciborskii durante la estratificacion
sera sustentada por el aporte de POs* desde capas profundas

(hipolimnion) enriquecidas con el nutriente.

4.2 Prediccion 1.1

Dado que la deficiencia por nutrientes sera mayor en el periodo de
estratificacion térmica. Se determinara una baja concentracion de PO4* y

NH4* disponible en la zona de mayor biomasa e indicadores pigmentarios.
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4.3 Prediccion 1.2

Se determinara la presencia de granulos de polifosfato intracelular en los
tricomas de C. raciborskii, en condiciones de PO43 ambiental no detectable

durante la estratificacion térmica.

5. Materiales y Métodos

5.1 Diseno experimental

Se realizaron 8 muestreos con frecuencia quincenal en Lago Javier,
ubicado en el Parque Miramar de la Ciudad de Canelones (34° 51’ S, 56°
02" W, éarea 10 Ha, profundidad maxima 9,8 m segun Vidal & Kruk, 2008),
durante el periodo estival. Desde noviembre 2013 hasta abril 2014 en un
punto central con profundidad aproximada de 9 metros. En cada muestreo
se tomaron medidas in situ y muestras de agua cada 1 metro de
profundidad (desde la superficie hasta el fondo) para su posterior analisis
quimico, taxonomico vy fisiolégico. Todas las muestras de lago se tomaron
con botella muestreadora tipo Ruttner de 1 litro de capacidad y fueron
colectadas en botellas plasticas rotuladas de 300 mL, guardadas en
oscuridad y refrigeradas hasta su posterior analisis en el laboratorio de
Limnologia. Las muestras para el analisis cuantitativo fueron
inmediatamente fijadas con 5-6 gotas de Lugol en el laboratorio de

Limnologia y conservadas a temperatura ambiente.
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In situ se midieron desde la superficie hasta el fondo los perfiles
verticales de los principales factores abidticos: luz fotosintéticamente activa
(PAR) cada 10 cm de profundidad para determinar el coeficiente de
extincion (Kd) y la profundidad de la zona eufética (fotoradiémetro Li —Cor
41), temperatura y oxigeno disuelto cada 20 cm de profundidad (sensor
Horiba) y la transparencia del agua utilizando la profundidad del Disco de
Secchi. Se midio la fluorescencia de los pigmentos clorofila a y ficocianina
en cada metro de profundidad con fluorometro (TurnerDesigns, Aquafluor)
y la conductividad (con HoribaNavih) y pH (pHTester 20) en las muestras

de superficie y fondo.

5.2 Estimadores de biomasa fitoplancténica

5.2.1 Abundancia y biovolumen

Se realizd una muestra integrada de cada fecha de muestreo a partir
de las botellas fijadas con lugol. Para ello, se tomaron 5 mL de cada metro
(se tomaron muestras en botella cada 1 metro de profundidad) desde la
superficie hasta el fondo. Luego se integraron de manera de obtener una
unica muestra integrada representativa por fecha de muestreo. A partir de
las mismas, se cuantificd por el método de Uthermdhl (1958) la densidad
de organismos por unidad de volumen de agua (abundancia en cel. mL")

utilizando camaras de Sedgwick-Rafter. Para las muestras mas densas se
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utilizaron camaras de 1 mL contando campos y en las menos densas se
utilizaron camaras de 3 mL contando bandas, ambas camaras a 40 X en
microscopio OLYMPUS invertido CKX41. En todos los casos el criterio
utilizado fue contar campos o bandas al azar hasta alcanzar 100 individuos.
Se determinaron los parametros morfoldgicos de las 3 especies mas
dominantes en cada muestreo, midiendo ancho (a 100X) y largo de la
dimension maxima (a 40X) utilizando un microscopio invertido OLYMPUS
CKX41. Luego se estimé el biovolumen (mm3 mL-') multiplicando la
abundancia por el volumen especifico de cada organismo, que fue
calculado de acuerdo a formas geométricas sencillas aproximadas a la

forma del organismo (Hillebrand et al., 1999).

5.2.2 Concentracion de Clorofila a

Se estimé la concentracion global de clorofila a presente en las
muestras de lago a partir de sub muestras de cada botella, de manera de
obtener datos por duplicado. Para ello se filtré6 una alicuota de volumen
conocido de cada sub muestra por un filtro de fibra de vidrio Whatman
GF/C. Los filtros con el material retenido fueron colocados en tubos Falcon
de 10 mL y preservados en oscuridad a una temperatura de -20 °C. Luego
se extrajo el pigmento presente en los filtros por transferencia al etanol

caliente, segun el método Nusch (1980), ISO (1992), modificado por Bonilla
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(2009). La concentracién de clorofila a se cuantificé por absorbancia a 665
y 750 nm con un espectrofotometro Evolution 60 (ThermoScientific), segun

a ecuacion:

Clo a (ug L) = 29,6 * [(Aee5 — A750) — (Aaees — Aas0)] * (Ve/Vm)L

Donde:

Asss y A7rso0 son las absorbancia del extracto a 665 y 750 nm,
respectivamente.

Aasesy Aa7s0 son las absorbancias del extracto acidificado a 665 y 750 nm,
respectivamente.

Ve corresponde al volumen de etanol ppa. al 90% utilizado en la extraccion
(8 mL por muestra).

Vm corresponde al volumen de muestra filtrada.

L corresponde al trayecto éptico de la celda utilizada, en este trabajo se

utilizaron celdas de 1 cm.

5.3 Cuantificacion de nutrientes

Se utilizaron los filtrados de las muestras correspondientes a las
fechas de muestreo 30/01/2014, 18/01/2014 y 20/03/2014 para conocer la
disponibilidad de nutrientes disueltos desde la superficie hasta el fondo, en

los meses de mayor temperatura. Se determiné la concentracion de PO4*
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por el método de molibdato de amonio ((NH4)sMo07024) (Murphy & Riley,
1962) y la concentracion NH4* por el método de azul de indofenol (Koroleff,
1970). Para los analisis colorimétricos se utilizd espectrofotdmetro

Evolution 60 (ThermoScientific).

5.4 Estado fisiolégico: reserva de polifosfatos

Para evaluar el PO4* almacenado como granulos de polifosfato en la
comunidad de cianobacterias presentes en los muestreos, se realizd
microscopia de epifluorescencia con tincién con el marcador 4,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI). Utilizando las muestras del perfil vertical de agua
tomadas a cada metro y en las fechas donde se identific6 mas de un mes
de estratificacion (30/01/2014) y el final de la misma (20/03/2014) o con la
termoclina profunda (mezcla parcial), proxima al sedimento. Se tomaron 4,5
mL de cada muestra y se le agregaron 0,5 mL de paraformaldehido (PFA)
10% en viales de volumen final de 5 mL (relacién 1:1). Los viales fueron
conservados en heladera. Luego se realizé la tincion de los polifosfatos
intracelulares presentes en los filamentos con el marcador fluorescente
DAPI (Mesquita et al., 2014). La fluorescencia del complejo DAPI-
polifosfato (Aschar-Sobbi et al., 2008) y posteriores imagenes para el
analisis cualitativo de la acumulacién de polifosfatos intracelular se

obtuvieron en microscopio de epifluorescencia Olympus 1X81 (1X81

21



motorized inverted microscope) U-MWU2. Objetivos 40X. Filtro N° 5. Onda
de excitacion: 330 — 385nm, onda de emisién: 420nm Olympus, ubicado en

el Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable (IIBCE).

5.5 Datos meteorolégicos

Con los datos reportados durante el periodo estival por la estacion
meteoroldgica 865800 (SUMU) de Carrasco, Latitud: -34.83 | Longitud: -56 |
Altitud: 32, se realizé un historico dia a dia y mes a mes de las principales
variables climaticas que tienen efecto directo sobre la poblacion de
cianobacterias: la precipitacion total de lluvia en mm (PP), por la lixiviaciéon
de nutrientes de la zona de escurrimiento litoral hacia las capas
superficiales del lago. Y la velocidad maxima sostenida del viento en Km/h
(VM), por su capacidad de profundizar la zona de mezcla mediante la

erosion del metalimnion.

5.6 Analisis de datos

Se calculd el coeficiente de extincion de la luz (Kd, m™') en cada
fecha a partir de la pendiente obtenida en la curva Ln (PAR) vs.

profundidad maxima de muestreo (m). Siendo PAR la radiacion
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fotosintéticamente activa (umol m s™). Se analizaron regresiones lineales
entre los tres pigmentos indicadores de biomasa de fitoplancton
(fluorescencia in vivo de clorofila a y ficocianina y la clorofila a por
extraccion). Y la relacion de estos pigmentos con los cambios en la
concentracion de nutrientes en los meses de estratificacion (30/01/2014 y
18/02/2014) y mezcla parcial (20/03/2014) a través de correlaciones no
paramétricas de Spearman. También se calculé la relacion
ficocianina/clorofila a para conocer la contribucién de cianobacterias en la
biomasa de fitoplancton. Para ello, se usaron los valores de ambos
pigmentos indicadores en cada muestreo, agrupados en superficie y fondo.
A su vez, se realizaron correlaciones no paramétricas de Spearman con
todas las variables bidticas y abidticas medidas en la columna de agua,
para analizar las asociaciones significativas entre las mismas. Para
determinar si existian diferencias significativas de biomasa en el periodo de
estratificacion (30/01/2014) y mezcla (20/03/2014) se realizaron Analisis de
Varianza (ANAVA) de una via para los datos de biovolumen (factores
estratificacion o mezcla) y ANAVA de dos vias para los datos de
pigmentos, agrupados en superficie o fondo y estratificacion o mezcla. Para

todos los analisis se utilizo el programa SigmaPlot 11.0.
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6. Resultados

6.1 Histérico de datos meteorolégicos

Las precipitaciones estuvieron presentes en todos los meses de los
muestreos (Fig. 1b), registrandose maximos de precipitacion en los meses
de febrero (93 mm aproximadamente) y enero (68 mm). Estos maximos de
precipitaciones sucedieron en los dias previos a los muestreos del
30/01/2014 y 18/02/2014. Respecto a los vientos (Fig. 1a) se observé un
comportamiento mensual similar durante el periodo de muestreo, con
maximas en el entorno de los 40 - 45 Km/h en los meses de enero y abril.
La mayor temperatura del aire (linea roja continua en la figura) se registré
en el mes de diciembre, correspondiente al mes con menores
precipitaciones. La temperatura fue decreciendo en los meses de enero y
febrero, en contraposicion de las precipitaciones que registraron sus

maximos en dichos meses.
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Figura 1. Datos meteoroldgicos reportados en el periodo de muestreo. En grafico a) datos diarios de
la velocidad maxima sostenida del viento (Km/h) y en grafico b) precipitacion total de lluvia diaria
(mm). Las flechas rojas indican el dia de muestreo y la linea continua roja corresponde a la
temperatura maxima diaria del aire (°C).
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6.2 Perfiles verticales de variables abioéticas

El comportamiento de la termoclina en cada muestreo (Fig. 2)
evidencio un calentamiento de las capas superiores de la columna de agua
desde noviembre a febrero (estratificacion térmica) y un enfriamiento a
partir de marzo hasta su desaparicion (mezcla parcial). En los meses de
diciembre y marzo se registraron temperaturas maximas en la superficie del
lago de 26.5 y 25.0°C, respectivamente. La profundidad de la zona eufética
(Zeu) fue similar en todos los muestreos, alcanzando como maximo 2.1 m
(fecha 20/12/2013) y un minimo de 1 m de profundidad (09/04/2014). A su
vez, la profundidad de la Zeu fue menor a la profundidad de la zona de
mezcla (Zme) en todos los muestreos, estableciendo cocientes de relacion
Zeu/Zme menores a 1. En la fecha 20 de diciembre se observo el valor
Zeu/Zme mas proximo a 1 (0.9). El oxigeno disuelto (OD) fue decreciendo
desde la superficie hasta el fondo del lago y tendié a valores de hipoxia y
anoxia a partir de la profundidad de la termoclina en la mayoria de los

muestreos, exceptuando el muestreo del 30 de enero.
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6.3 Relaciones entre variables fisicoquimicas

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la correlacion de
Spearman solo entre los pares de variables que mostraron alguna relacion,
es decir, con valores p < 0.05. La profundidad de la Zeu mostré relaciones
positivas con el cociente Zeu/Zme, el Kd, el pH, temperatura de superficie y
con el OD de fondo. A su vez, se observaron relaciones negativas
(inversamente proporcionales) entre la Zeu y la Zme, los pigmentos
ficocianina por fluorescencia y clorofila a por extracciéon y el biovolumen de
P. agardhii. El coeficiente Zeu/Zme (indicador de la exposicion de los
organismos a la luz) tuvo relaciones positivas con el Kd y la temperatura de
superficie e inversas con los pigmentos indicadores de biomasa clorofila a
por extraccion y ficocianina por fluorescencia, biovolumen de P. agardhii y
el biovolumen total de cianobacterias. Los pigmentos indicadores se
correlacionaron fuertemente entre si, y tanto la clorofila a por extracciéon
como la ficocianina por fluorescencia mostraron relaciones positivas con el
biovolumen de P. agardhii. Sin embargo, ninguno de los pigmentos se
correlacioné con el biovolumen de C. raciborskii o Aphanizomenon sp. La
clorofila a por fluorescencia (de superficie y fondo) mostré relacién negativa
con el OD de fondo. Ademas, la clorofila a por fluorescencia de superficie
se relaciond positivamente con la Zme. Respecto al biovolumen de C.
raciborskii, se encontraron relaciones negativas con la transparencia del

Disco de Secchi (DS) y el biovolumen de Aphanizomenon sp., indicando
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que el aumento de biomasa de C. racirboskii disminuye la transparencia de
la columna de agua e influye negativamente en el crecimiento de
Aphanizomenon sp. También se observd que el biovolumen de
Aphanizomenon sp. se relaciona negativamente con la temperatura del
fondo del lago. Se observaron relaciones proporcionales entre el
biovolumen total de cianobacterias y el biovolumen de C. racirboskii e
inversas para el biovolumen de Aphanizomenon sp. Sin embargo, no se
encontré relacion entre el biovolumen total y el biovolumen de P. agardhii.
La velocidad maxima sostenida del viento promedio (VM prom.) influy6
negativamente sobre la concentracion de OD en la superficie y
marginalmente con el OD de fondo. Esta relacion significativa muestra los
efectos del viento sobre la mezcla vertical parcial, ya que capas de agua

reductoras se mezclan con capas mas superficiales con OD.
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Tabla 1. Matriz de coeficientes de correlacion de Spearman de los valores significativos, con p < 0,05 para: profundidad de la zona eufética (Zeu), profundidad
de la zona de mezcla (Zme), cociente Zeu/Zme, coeficiente de extincion de la luz (Kd), profundidad del disco de Secchi (DS), pH en la superficie (pH sup.),
temperatura de superficie (T sup.) y de fondo (T fondo), oxigeno disuelto en superficie (OD sup.) y fondo (OD fondo), clorofila a por extraccion en superficie (Clo
ext. sup.) y fondo (Clo ext. fondo), fluorescencia de ficocianina en superficie (Fico sup.) y fondo (Fico fondo), fluorescencia de clorofila a en superficie (Clo sup.) y
en fondo (Clo fondo), biovolumen de C. raciborskii (BV Cyl), biovolumen de P. agardhii (BV Plank), biovolumen de Aphanizomenon sp. (BV Apha), biovolumen
total de cianobacterias (BV-Ciano-TOT) y promedio de la velocidad maxima sostenida en el viento en la semana de muestreo (VM prom.) En las celdas de color
gris se muestran los coeficientes de correlacion y en blanco los p-valores.

T OD Cloext Cloext Closu Clo Ficosu Fico BV BV BV BV-Ciano Prom.

sup. fondo sup. fondo p. fondo p. fondo Cyl Apha TOT VM

Zeu -0,76 084 0,72 0,73 096 0,73 -0,87 -0,43 -055 -053 -094 -0,78 -0,16 -0,81 -0,21 -0,39 -0,27
0,02 0,01 0,04 003 0,00 0,03 0,00 0,26 0,14 0,16 0,00 0,01 0,66 0,01 0,58 0,32 0,50

Zme -0,98 -0,80 -0,52 -0,74 -048 0,88 0,81 0,29 0,74 0,91 0,86 0,48 0,83 -0,25 0,76 0,10
0,00 0,01 0,16 0,03 0,21 0,00 0,01 0,46 0,03 0,00 0,00 0,21 0,01 0,54 0,02 0,79

Zeu/Zme 08 063 081 053 -095 -0,74 -038 -069 -095 -083 -0,38 -0,91 0,14 -0,71 -0,12
0,00 0,09 0,010 0,16 0,00 0,03 0,32 0,05 0,00 0,01 0,32 0,00 0,71 0,04 0,75

Kd 0,41 0,70 0,22 -0,95 -0,77 -023 -034 -08 -0,74 -0,25 -0,86 0,08 -0,65 0,22
0,29 0,05 0,58 0,00 0,02 0,54 0,39 0,00 0,03 0,50 0,00 0,84 0,07 0,58

DS -0,23 0,11 0,27 -0,33 -0,44 -0,41 -0,44 -033 -0,33 -0,76 -0,11 0,50 -0,66 -0,33
0,58 0,75 0,46 0,39 0,26 0,75 0,26 0,39 0,39 0,02 0,75 0,18 0,07 0,39

pH sup. 0,61 041 -0,61 -0,10 -0,30 -0,27 -061 -0,38 005 -0,79 -0,04 -0,28 -0,33
0,10 0,29 0,09 0,79 0,46 0,50 0,09 0,32 0,89 0,01 0,89 0,46 0,39

T sup. 0,76 -0,83 -0,52 -060 -065 -093 -08 -0,06 -0,74 -0,36 -0,28 -0,12
0,02 0,01 0,16 0,10 0,07 0,00 0,00 0,84 0,03 0,35 0,46 0,75

T fondo 0,26 0,38 0,38 -0,14 0,10 0,19 0,05 069 041 -0,87 0,88 0,02
0,50 0,32 0,32 0,71 0,79 0,62 0,89 0,05 0,29 0,00 0,00 0,93

OD sup. 0,36 -0,24 0,41 -0,29 0,07 -0,14 0,21 -0,05 -0,19 -0,03 -0,10 -0,76
0,35 0,54 0,29 0,46 0,84 0,71 0,58 0,89 0,62 0,93 0,79 0,02

OD fondo -0,46 -0,06 -0,76 -0,72 -064 -052 -0,11 -0,31 -0,43 -0,04 -0,64
0,23 0,84 0,02 0,04 0,07 0,16 0,75 042 0,26 0,89 0,07
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Kd pH T OD Cloext Cloext Closu Clo Ficosu Fico BV BV BV  BV-Ciano Prom.
sup. sup. fondo sup. fondo p. fondo p. fondo Cyl TOT VM

CI;u:).(t. 0,69 0,38 0,50 0,95 0,79 0,26 0,93 -0,03 0,64 0,02
0,05 0,32 0,18 0,00 0,01 0,50 0,00 0,93 0,07 0,93

cf':n:";' 0,07 052 069 08 031 064 -022 062  -043
0,84 0,16 0,05 0,01 0,42 0,07 0,58 0,09 0,26

Clo fondo 0,64 0,67 0,31 041 0,08 0,36 0,24
0,07 0,06 0,42 0,29 0,84 0,35 0,54

Ficosup. 0,91 0,21 0,88 0,11 0,52 0,12
0,00 0,58 0,00 0,75 0,16 0,75

Fico fondo 0,14 0,74 0,14 0,41 -0,07
0,71 0,03 0,71 0,29 0,84

BV Cyl 0,10 -0,79 0,83 0,14
0,79 0,01 0,01 0,71

BV Plank -0,05 0,57 0,00
0,89 0,12 0,98

BV Apha -0,76 0,05
0,02 0,89
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6.4 Pigmentos indicadores de biomasa fitoplancténica

Los pigmentos fotosintéticos indicadores de biomasa
(fluorescencia de clorofila a, fluorescencia de ficocianina y la clorofila a
por extraccidon), mostraron un comportamiento vertical similar entre ellos,
desde la superficie hasta el fondo del lago en todo el periodo de
muestreo (Fig. 3 a y b). Ademas, se observaron concentraciones
variables de biomasa en cada muestreo, evidenciando la distribucién
vertical de los organismos presentes en cada fecha. Durante el periodo
de estratificacion térmica (fechas de noviembre a febrero) las mayores
concentraciones de biomasa fitoplanctonica se evidenciaron en el
epilimnion (capa superficial por encima de la termoclina). Y desde la
termoclina hacia el sedimento se observé una marcada disminucion de
la concentracion. A partir de marzo, donde comenzo la mezcla parcial, la
concentracion de los pigmentos fue similar en toda la profundidad de la
columna de agua, disminuyendo hacia el fondo del lago. Las
concentraciones maximas de clorofila a por extraccion se obtuvieron en
las muestras de superficie de los meses de marzo (139 ug L) y abril

(216 uyg L"), correspondiente al periodo de mezcla parcial.
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Figura 3 a). Comportamiento vertical de los pigmentos clorofila a in vivo (puntos grises),
ficocianina in vivo (puntos celestes) y clorofila a por extraccion (puntos negros). En lineas
espaciadas negras se muestra la profundidad de la termoclina. Muestreos desde el 21/11/2013 al

14/01/2014.
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Figura 3 b). Muestreos correspondientes a las fechas del 30/01/2014 al 09/04/2014.
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Con respecto a las correlaciones lineales (Fig. 4), los pigmentos
indicadores de biomasa mostraron fuertes correlaciones durante el
periodo de estratificacion térmica. Se obtuvieron valores de r? entre 0,747
- 0,947 para la ficocianina in vivo y entre 0,800 — 0,927 para la clorofila a
in vivo. Esto indicd proporcionalidad entre los estimadores generales del
fitoplancton (clorofila a por fluorescencia y clorofila a por extraccion) y el
estimador de cianobacterias en particular (fluorescencia de ficocianina).
En el periodo de mezcla parcial la correlacion obtenida entre estos
pigmentos no fue tan marcada, observandose menores ajustes tanto para
la ficocianina in vivo (r? 0,121 y 0,333) como para la clorofila a in vivo (r?

0,05y 0,324, meses de marzo y abril, respectivamente).
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6.5 Estructura de las comunidades fitoplancténicas

El recuento de organismos presentes en las muestras integradas
mostro la presencia de 5 grupos taxondmicos fitoplanctonicos diferentes,
distribuidos en Cyanobacteria, Dinophyceae, Bacillariophyceae,
Chlorophyceae y Euglenophyceae. El grupo taxo Cyanobacteria estuvo
presente durante todo el periodo de estudio. A su vez, las cianobacterias
filamentosas  Cylindrospermopsis  raciborskii  (Orden  Nostocal),
Planktothrix agardhii (Orden Oscillatorial) y Aphanizomenon sp. (Orden
Nostocal) fueron los organismos con mayor abundancia en los 8
muestreos realizados (datos no mostrados). El género Aphanizomenon
sp., no estuvo presente en el muestreo correspondiente al mes de marzo

(Tabla 2).

Tabla 2. Presencia (x) de especies y géneros en cada muestreo realizado.

Muestreos

Grupo taxonémico | 21/11 | 05/12 | 20/12 | 14/01 | 30/01 | 18/02 | 20/03 | 09/04

Especie (Orden) M3 | 13 | M3 | M4 | M4 | N4 | N4 | 14
Opncrospermonsis | Guareoaeera | x | x | x | x | x [ x| x| x
it | Opmematers | x | x [ x [ x| x [ x [ x [ x
Aphanizomenon sp. C(Kli)nsct)ct))sglteegi)a X X X X X X X
Microsystis sp. Cyanobacteria X

(Chroococcales)

Ceratium sp. Dinophyceae

Diatomea sp. Bacillariophyceae

Ankistrodesmus sp. Chlorophyceae
Euglena sp. Euglenophyceae

XX X | X
x
x
x

Cyanobacteria X X X X

Merismopedia sp (Chroococcales)

Scenedesmus sp. Chlorophyceae X

37



El cociente ficocianina/clorofila (Fig. 5) mostré mayores valores
cuando los nutrientes estuvieron disponibles en la columna de agua
durante la mezcla parcial (meses de marzo y abril). Tanto para la
superficie como para el fondo del lago. Indicando mayor contribucion de
cianobacterias a la biomasa fitoplanctdénica durante el periodo de mezcla
parcial. En contraposicion, el valor minimo del cociente
ficocianina/clorofila se registrd al final del periodo de estratificaciéon. La
concentracion de la clorofila a por extraccion vario de 56 a 216 ug L' en

la superficie y de 8 a 115 ug L' en el fondo.

Los biovolumenes de las 3 especies de cianobacterias mas
abundantes (Fig. 6) mostraron variaciones durante el periodo de estudio.
Durante el inicio de la estratificacion Aphanizomenon sp. fue la especie
dominante en el mes de noviembre con una biomasa de 154 mm3 L'y
Planktothrix agardhii domind la biomasa en diciembre. En enero y hacia
fines de la estratificacion térmica (febrero) se pudo observar la
dominancia de Cylindrospermopsis raciborskii. Luego, en el mes de
marzo, el comienzo de la mezcla favorecié la biomasa de Planktothrix
agardhii, la cual llegé a su valor maximo en el periodo muestreado (40,2
mm?3 L1). Una vez estabilizada la columna (abril), volvi6 a dominar C.

raciborskii con una biomasa de 30,0 mm3 L.
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El andlisis de varianza (ANAVA) no mostr6 diferencias estadisticas
significativas entre los biovolumenes en el estado estratificado (enero) y el
estado de mezcla parcial (marzo). Tampoco se encontraron diferencias
significativas al comparar los pigmentos indicadores de biomasa en la
superficie y en el fondo durante el mes de enero (estratificacion) y marzo

(mezcla). Datos no mostrados.

6.6 Cuantificacion de nutrientes

El POs* y NH4* fueron minimos y no detectables en la zona
epilimnética (Fig. 7). A partir de la termoclina y hacia el sedimento
aumenta la disponibilidad de estos nutrientes, donde el OD tiende a cero y
la materia organica en descomposicion aumenta. En el mes de enero se
obtuvieron las maximas concentraciones de ambos nutrientes, con
valores en el fondo del lago que alcanzaron los 209 ug PO4*-P L'y 1744
bug NHs*-N L' En el mes de febrero se registraron las menores

concentraciones para ambos nutrientes en toda la columna de agua.
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Figura 7. Variacion de PO4% (puntos negros) y NHs4* (puntos grises) en los meses de mayor

temperatura (enero, febrero y marzo). Las lineas espaciadas indican la profundidad de la
termoclina.

La relacidén entre los nutrientes disponibles en la columna de agua
y la biomasa fitoplanctonica presente a través de los indicadores de
fluorescencia in vivo (clorofila a y ficocianina) y clorofila a por extraccion,
mostraron tendencias negativas (Fig. 8). Estos pigmentos presentaron un
comportamiento similar de enero a marzo, indicando la menor
disponibilidad de nutrientes disueltos a mayores concentraciones de
pigmentos. A su vez, las correlaciones significativas (con valores p < 0.05)
y negativas encontradas entre dichos pigmentos con el NHs* y el PO4%,
confirman las tendencias inversamente proporcionales existentes entre
ellos (Tabla 3). Exceptuando el mes de marzo, donde solo se observaron

relaciones significativas entre la clorofila a por extraccion y el NH4™.
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Tabla 3. Matriz de coeficientes de valores de Spearman para: NHs*, PO4%, fluorescencia de
clorofila a in vivo (Clo), fluorescencia de ficocianina in vivo( Fico) y clorofila a por extraccion (Clo
ext.). En las celdas de color gris se muestran los coeficientes de correlacién y en blanco los valores

p.

140

Fico

30 - enero — 2014
P043-

NH4*

Clo ext.

18 - febrero - 2014

Fico Cloext. PO;*

NH;* Fico

20 - marzo — 2014

Clo

Fico

Clo
ext.

0,983
0,000

0,862 -0,749 -0,933
0,000 0,016 0,000
0,879 -0,707 -0,917
0,000 0,030 0,000
-0,863 -0,937
0,000 0,000

0,767 0,883 -0,230
0,012 0,000 0,520
0,783 -0,247

0,009 0,491

-0,153

0,676

-0,783
0,009
-0,883
0,000

-0,250
0,491

-0,900

0,000

Cloext. PO*
-0,060 -0,576
0,839 0,087
0,228 -0,160
0,537 0,643
-0,453

0,233

-0,233
0,520
-0,383
0,285

-0,850

0,002
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6.7 Reserva en granulos de polifosfato

El contraste de imagenes desde la superficie al fondo de la
columna de agua para los muestreos de enero y marzo, evidenciaron
diferencias en la intensidad de fluorescencia de los organismos presentes
(Fig. 9). Si bien no se cuantificaron los granulos de polifosfato presentes
en la comunidad de cianobacterias, se observd que la acumulacién de
dichos granulos en los filamentos aument6 con la profundidad del lago
(mayor intensidad de fluorescencia). En el mes de marzo (Fig. 9, derecha)
cuando la concentracion soluble de PO4* fue casi indetectable hasta el
fondo del lago, se observd gran intensidad de sefal en todas las
profundidades muestreadas. Indicando que el PO4* fue almacenado en
forma de granulos en los filamentos. En el mes de enero (Fig. 9,
izquierda) se observod intensidad de fluorescencia (reserva de
polisfosfatos) en los filamentos hasta los 5 metros de profundidad. A partir
de los 6 metros (profundidad de la segunda termoclina aproximadamente)
se observaron bacterias plancténicas heterétrofas, indicando Ia
descomposicién de los filamentos. A partir de las caracteristicas
morfélogicas de los filamentos (forma y tamafo de los tricomas) y la
presencia de heterocitos cénicos apicales, se establecidé la presencia de
C. raciborskii en la mayoria de las profundidades (Bonilla, 2009). También
se identificaron otras cianobacterias como P. agardhii, Aphanizomenon
sp. y Merismopedia sp. No se obtuvieron datos para la profundidad de 1y

8 metros en el mes de marzo.
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7. Discusion

7.1 Comportamiento de las variables fisicoquimicas

Las precipitaciones maximas registradas y los eventos de viento
afectaron los muestreos de enero y febrero, contribuyendo seguramente
en la mezcla y enfriamiento del lago. Estos eventos se evidenciaron en el
muestreo de fines de enero 2014 (Fig. 2), donde se observa la presencia
de dos termoclinas a los 2.6 m y 5.6 m de profundidad en el perfil vertical
de temperatura. Ademas, la oxigenacion del fondo del lago en el perfil de
OD, afirma una gran mezcla vertical que coincide con los eventos de
tormentas registrados en dias anteriores. La relacién entre las zonas
euféticas y de mezcla (Zeu/Zm) siempre fue menor a 1, por lo tanto la luz
que reciben los organismos de la columna de agua es fluctuante e incluye
periodos de oscuridad (Reynolds, 1994). Caracteristico de sistemas
turbios y eutroficos con estratificacion térmica como el Lago Javier
(Somma et al., 2013). El aumento y disponibilidad de OD en el epilimnion
(capa superficial por encima de la termoclina) en el periodo de
estratificacion térmica indica la acumulacion de organismos fotosintéticos.
Mientras que, las condiciones de anoxia que se evidencian a partir de la
termoclina (hipolimnion) propician procesos de oxidacion de la materia
organica, desnitrificacion, amonificacion y liberacién de PO4* desde el
sedimento. Estas condiciones favorecen la presencia de C. raciborskii y
también de P. agardhii, puesto que poseen rasgos fenotipicos similares
con gran capacidad de almacenamiento de POs*, regulacion de la

flotacion, tolerancia a la mezcla continua y tolerancia a la sombra
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(Reynolds, 1993; Istvanovics et al., 2000; Padisak, 2003; Bonilla et al.,

2012).

El indice Zeu/Zme es un indicador de la luz promedio que reciben
los organismos, a la vez que esta condicionado por la morfometria del
sistema (Padisak, 1997). El hecho de que este indice fuera menor a 1
durante todo el periodo estudiado (Zeu/Zme<1), favorecio la presencia y
crecimiento de cianobacterias con vesiculas de gas, formadoras de
floraciones dispersivas, durante la estratificacion y mezcla de la columna
de agua (Bonilla et al., 2012; Somma, 2014). Sin embargo, la correlacion
entre los pigmentos estimadores de biomasa con los biovolumenes de las
cianobacterias identificadas en los muestreos fue variado. El pigmento
clorofila a por fluorescencia no mostré correlacién con C. raciborskii, P.
aghardii ni Aphanizomenon sp. El trabajo realizado por Somma (2014) en
este mismo lago de estudio, cuestiondé el uso de la clorofila a por
fluorescencia como estimador de biomasa fitoplanctonica en ambientes
eutréficos dominados por cianobacterias. Puesto que, no es un buen
indicador cuando los valores de clorofila a superan los 50 ug L' (en este
trabajo se reportaron valores de hasta 216 ug L). Si bien la clorofila a por
extraccion estuvo correlacionada con el biovolumen de P. agardhii en la
superficie, también se ha cuestionado el uso de este pigmento puesto que
tampoco seria un buen estimador de biovolumen en condiciones de altas
biomasas (Bonilla et al., 2012). No obstante, la correlacion positiva
encontrada entre la ficocianina por fluorescencia de superficie y fondo y

el biovolumen de P. agardhii estaria indicando que este pigmento es el
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mejor estimador de la biomasa de cianobacterias. Por lo tanto, este
trabajo estaria en concordancia con los resultados obtenidos por Somma
(2014). Sin embargo, la ficocianina por fluorescencia no tuvo correlacion
con el biovolumen de C. raciborskii ni con el de Aphanizomenon sp. Esto
se podria deber a que se utilizaron muestras integradas de superficie a
fondo para el calculo de biovolumen. En la actualidad, se esta estudiando
en el Laboratorio de Limnologia el uso de la ficocianina in vivo como
indicador directo de la biomasa de cianobacterias (Bruno Cremella com.

pers).

La relacion inversamente proporcional entre la profundidad del
Disco de Secchi y el biovolumen de C. raciborskii demuestra que la
transparencia de la columna de agua es afectada por la alta biomasa de
esta especie. Ademas, la correlacion observada entre el biovolumen de C.
raciborskii y Aphanizomenon sp. y de cada especie con el biovolumen de
cianobacterias total, pareceria indicar que la presencia de la primera

especie en la columna de agua, influye negativamente sobre la segunda.

7.2 Indicadores de cianobacterias

Los indicadores globales de biomasa mostraron la distribucion
vertical del fitoplancton en funcién de la profundidad del lago.
Especificamente, la ficocianina in vivo, permiti6 demostrar la presencia de

cianobacterias capaces de regular su posicion en la columna de agua,
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como es el caso de las cianobacterias C. raciborskii y P. agardhii
(Padisak, 2003). La concentracion de biomasa de cianobacterias
observadas en el epilimnion durante la estratificacion térmica (Fig. 3 a 'y
b), corrobora el aumento y disponibilidad de oxigeno observado en los
perfiles verticales de la variables abidticas (Fig. 2). Puesto que, se trata de

organismos que aprovechan la luz disponible para realizar fotosintesis.

Si bien en este trabajo se analizaron muestras integradas del
lago, los resultados de biovolumen (Fig. 6), corroboran la dominancia de
C. raciborskii en los meses de mayor estratificacion térmica (enero a
marzo). Sin embargo, se determind la presencia de C. raciborskii en altas
biomasas durante todo el periodo de estudio, inclusive en los meses que
domind P. agardhii y Aphanizomenon sp. Lo que sugiere que esta especie
posee alta capacidad de co-existir con otras especies (Bonilla et al.,
2012). A su vez, la adaptacion de C. raciborskii a la variacion de los
distintos fendbmenos ambientales como la temperatura, disponibilidad de
luz y tolerancia a la mezcla (muestreo de abril), apoyan la hipdtesis de su

plasticidad fenotipica (Bonilla et al., 2012).

Planktothrix agardhii dominé durante el comienzo de Ila
estratificacion (diciembre) y el comienzo de la mezcla (marzo). Esto
condice con el hecho de que esta especie se favorece con la disminucién
de penetracion de la luz y con la mezcla, autoperpetuando su alta
biomasa y permanencia. Tal es el caso del Lago Rodo, donde P. agardhii

domina el fitoplancton con temperaturas de 10 a 31 °C (Scasso et al.,
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2001; Aubriot et al., 2011). Ademas refuerza la idea de mostrar mayor
competitividad en condiciones de baja luz, en comparacion a C.
raciborskii. (Bonilla et al., 2012). En cambio Aphanizomenon sp. se vio
favorecida durante el comienzo de la estratificacion térmica, sobre todo en
el mes de noviembre, donde la profundidad de la zona de mezcla es de
5.8 m. Este comportamiento es esperado para este tipo de cianobacterias
que se concentran en un rango estrecho de profundidad por encima de la
termoclina (cianobacterias epilimnicas), presentes en ambientes

eutroficos urbanos con estratificacion estacional (Bonilla, 2009).

7.3 Estado fisiolégico y reserva en granulos de polifosfato

Las diferencias encontradas en el cociente ficocianina/clorofila
(Fig. 5) pueden evidenciar cambios en la dominancia de procariotas a
eucariotas. Sin embargo, dada la dominancia en biovolumen por
cianobacterias (Fig. 6), este cociente sugiere los cambios en el estado
fisiologico de éstas, particularmente un aumento de la deficiencia por
nutrientes al final del periodo de estratificacién (Bonilla, 2009; Bonilla et

al., 2015).

En los tres meses estudiados, tanto el comportamiento vertical de
los nutrientes PO4> y NH4* (Fig. 7) como su relacién con los pigmentos
indicadores de cianobacterias (Fig. 8), sugieren el consumo de los

mismos hasta valores casi indetectables, que favorecieron de forma
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distinta a la biomasa de C. raciborskii y P. agardhii. Indicando la influencia
directa de la disponibilidad de nutrientes disueltos sobre el crecimiento de

estas cianobacterias presentes.

En las fechas de enero y febrero hubo dominancia de
Cylidrospermopsis raciborskii, luego, en el mes de marzo, donde el
comienzo de la mezcla seguramente provocd el aumento de la
disponibilidad de nutrientes en la columna de agua, Planktothrix agardhii
se vio favorecida y fue la especie dominante. Este hecho se relaciona con
la idea de que esta especie parece dominar el fitoplancton en condiciones
mas eutrdéficas que C. raciborski (Bonilla et al., 2012; Dolman et al., 2012).
A su vez, que P. agardhii depende de que el PO43 esté disponible en
forma frecuente y no con pequeiios pulsos de POs* como C. racibroskii

(Aubriot et al., 2011; Amaral et al., 2014).

Varios estudios mostraron las ventajas adaptativas de C.
raciborskii respecto a la alta afinidad por el PO4%, gran optimizacién en la
incorporacion, almacenamiento en granulos de polifosfato, y eficiencia en
su utilizacién respondiendo rapidamente a los aportes puntuales del
nutriente (Istvanovics et al., 2000; Martigani, 2012; Amaral et al., 2014).
En este trabajo, se observd la presencia de granulos de polisfosfato
intracelular en filamentos de C. raciborskii durante los meses de mayor
deficiencia de nutrientes disueltos (enero y marzo). Y un aumento en la
densidad de filamentos en marzo (Fig. 9). Por lo tanto, esto indicaria que
la especie incorpora el PO4* liberado desde el sedimento del lago

(hipolimnion), permitiéndole mantener biomasas elevadas en condiciones
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limitantes de nutrientes. Los eventos de tormentas y mezcla en ambos
meses seguramente influyeron en un flujo vertical ascendente del
nutriente desde el hipolimnion. Si bien en el mes de marzo no domind C.
raciborskii, mantuvo una biomasa elevada. La presencia de heterocitos
apicales, en estas condiciones de NH4" soluble indetectable, podria estar
indicando la fijacion de N atmosférico. Lo que demuestra otra ventaja
adaptativa de C. raciborskii frente cianobacterias como Planktothrix
agardhii. Sin embargo, Fabre et al. (2010) establecieron que la presencia
de C. raciborskii en lagos como el Javier, no estaria relacionada con la
deficiencia por N. Puesto que la especie tiene la capacidad de regular su
flotabilidad para acceder al NH4™ que se libera desde el sedimento. Por lo
tanto, la eficiencia en la captacion de estos nutrientes (P y N) favorecen la

dominancia y permanencia de C. raciborskii (Padisak, 1997; Fabre, 2011)

8. Conclusiones y perspectivas

Se observo la formacion de granulos de polifosfato y aumento de la
densidad de los mismos en el periodo de mayor deficiencia de POs*
soluble, como consecuencia al aporte de dicho nutriente desde el
hipolimnion. Con el subsiguiente aumento de filamentos de C. raciborskii y
dominancia de la misma en los meses de enero y febrero. Si bien C.
raciborskii no fue la especie dominante durante todos muestreos, su
capacidad de co-existir con otras especies de cianobacterias y su gran

plasticidad fenotipica en respuesta a factores ambientales clave como
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condiciones fluctuantes de luz, temperatura, mezcla y disponibilidad de
nutrientes, le permite adaptarse y ser exitosa en toda la profundidad de la
columna de agua (Aubriot et al., 2011; Bonilla et al., 2012). Estos

resultados apoyan la hipotesis planteada en ese trabajo.

La dominancia y permanencia de Cylindrospermopsis raciborskii en
el lago, asi como también de otras cianobacterias formadoras de
floraciones dispersivas como Planktothrix agardhii, se ven sustentadas
por cargas hipolimnéticas de PO43-. Puesto que los reportes de floraciones
de cianobacterias en sistemas lénticos son cada vez mas frecuentes en
Uruguay (Bonilla et al., 2012), este trabajo muestra la capacidad de estas
cianobacterias de soportar condiciones de estrés nutricional por periodos
prolongados. Lo que desafia los intentos de mitigacion de las floraciones
nocivas. Por lo tanto, es fundamental trabajar en la reduccion significativa
de la carga de nutrientes a la hora de recuperar ecosistemas afectados

por floraciones de cianobacterias.
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