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Resumen

Las floraciones de cianobacterias potencialmente téxicas son un fenémeno frecuente en
ecosistemas acuaticos eutréficos. Recientemente se demostré que el crecimiento de las
cianobacterias es afectado por la frecuencia en la disponibilidad de nutrientes
(fluctuaciones o pulsos) y por el tiempo de exposicion principalmente al fosforo. Al
presente se desconocen los efectos que tienen estas fluctuaciones en el desarrollo y
sobrevivencia de poblaciones de cianobacterias. El objetivo de esta tesis fue analizar el
crecimiento de poblaciones de cianobacterias téxicas florecedoras en comunidades
naturales frente a patrones de pulsos de fésforo en combinacion con condiciones
contrastantes de disponibilidad de nitrégeno. Se caracterizo el fitoplancton de un lago
eutréfico en tres etapas de estratificacion estival. Se realizaron dos experimentos
mediante incubaciones de agua del lago en los que se simularon diferentes tiempos de
exposicion al fosfato: fluctuaciones cortas (un pulso), intermedias (un pulso por dia) y
extensas (un pulso cada 10 min) mas un control sin adicion de fosforo. Estos
tratamientos se evaluaron con y sin adicién de nitrato. Se determind el biovolumen, el
crecimiento especifico de las cianobacterias predominantes y la produccién de
cianotoxinas. El fitoplancton estuvo dominado por las cianobacterias filamentosas
Cylindrospermopsis raciborskii y Planktothrix agardhii. La maxima tasa de crecimiento
del fitoplancton total y de las especies dominantes de cianobacterias se registrd en la
condicion de mayor exposicion al P, independientemente de la disponibilidad de N. A
su vez la concentracion de toxinas por unidad de biovolumen de cianobacterias fue
mayor en este tratamiento. C. raciborskii exhibié tasas de crecimiento positivas en la
condicion control. Los resultados obtenidos indican que las condiciones fluctuantes de
fosfato promueven el crecimiento de cianobacterias florecedoras. Esta tesis contribuye
al conocimiento del crecimiento y persistencia de cianobacterias toxicas en condiciones
de estrés nutricional natural o inducido en la recuperacién de ambientes eutrofizados.
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Abstract

Blooms of potentially toxic cyanobacteria are a common phenomenon in eutrophic
aquatic ecosystems. It was recently shown that the growth of cyanobacteria is affected
by the frequency of nutrient availability (fluctuations or pulses) and the time of
exposure mainly to phosphorus. At present the effects of these fluctuations on the
development and survival of cyanobacteria populations are unknown. The objective of
this thesis was to analyze the growth of populations of toxic bloom forming
cyanobacteria in natural communities versus phosphorus pulse patterns in combination
with contrasting conditions of nitrogen availability. The phytoplankton of a eutrophic
lake was characterized in three stages of summer stratification. Two experiments were
performed using lake water incubations in which different times of exposure to
phosphate were simulated: short (one pulse), intermediate (one pulse per day) and
extensive (one pulse every 10 min) plus one control without addition of phosphorus.
These treatments were evaluated with and without addition of nitrate. The biovolume,
the specific growth of the predominant cyanobacteria and the production of cyanotoxins
were determined. Phytoplankton was dominated by the filamentous cyanobacteria
Cylindrospermopsis raciborskii and Planktothrix agardhii. The maximum growth rate
of total phytoplankton and dominant cyanobacterial species was recorded in the
condition of greater exposure to P, regardless of the availability of N. In turn the
concentration of toxins per unit of cyanobacteria biovolume was higher in this
treatment. C. raciborskii exhibited positive growth rates in the control condition. The
results indicate that fluctuating phosphate conditions promote the growth of bloom
forming cyanobacteria. This thesis contributes to the knowledge of the growth and
persistence of toxic cyanobacteria under conditions of natural or induced nutritional
stress in the recovery of eutrophic environments.
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1. Introduccion y Antecedentes:

1.1. Eutrofizacion en lagos vy floraciones de cianobacterias

El aumento del aporte de nutrientes a los ecosistemas acuaticos producto de las
actividades antropogenicas se conoce como eutrofizacion cultural y es un problema
ambiental global que genera pérdida de diversidad y perjuicios sociales y econdmicos
(Smith, 2003; Reynolds, 2006; Paerl et al., 2016). Los ecosistemas limnicos Uruguay,
tanto lénticos como Iéticos, se han visto profundamente afectados por este proceso en
los Gltimos afios debido al incremento de las actividades industriales y agropecuarias en
las respectivas cuencas (Rodriguez-Gallego, 2010; Bonilla et al., 2015). Una
consecuencia directa de la eutrofizacion es el aumento de la produccion primaria de
fitoplancton, y en particular la ocurrencia de floraciones de cianobacterias, que consiste
en un aumento abrupto de biomasa en un corto periodo de tiempo (Anderson et al.,
2002; Reynolds, 2006). Este fenémeno puede darse de forma répida, ya que la
incorporacion de nutrientes esenciales como nitrogeno (N) y fosforo (P) y el
crecimiento posterior se producen en escalas de tiempo de minutos a pocas horas
(Dignum, 2005). Por este motivo es que las floraciones resultan en fenémenos poco
predecibles ya que muchas veces escapan a las ventanas temporales del monitoreo
ambiental. Las floraciones de cianobacterias afectan negativamente al ecosistema ya
que deterioran la calidad del agua, disminuyen la biodiversidad, y a su vez limitan o
impiden el uso del agua para la potabilizacidn o recreacién. A su vez, las cianobacterias
son organismos capaces de producir sustancias toxicas (cianotoxinas) y otros
metabolitos que pueden afectar al ser humano (Chorus & Bartram, 1999; Apeldoorn et
al., 2007). Sin embargo, las cianobacterias son un grupo heterogéneo de organismos con
grandes diferencias evolutivas y morfoldgicas entre sus 6rdenes que pueden resultar en
respuestas especificas a cambios ambientales. De las cianobacterias florecedoras en
ecosistemas limnicos se destacan las del orden Chroococcales (grandes colonias),
Synechococcales (organismos unicelulares, coloniales y filamentosos), Oscillatoriales
(filamentos sin células diferenciadas) y Nostocales  (filamentos con células
diferenciadas de resistencia y para la fijacion de nitrégeno atmosférico) (Komarek et al.,

2014). Debido a estas diferencias fisioldgicas y morfologicas de las cianobacterias
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resulta fundamental comprender los factores ambientales que desencadenan su

crecimiento.

1.2. Produccién de cianotoxinas

Se han realizado diversos estudios para esclarecer cuales son los factores ecoldgicos o
fisiolégicos que desencadenan la produccion de cianotoxinas (Zimmer & Ferrer, 2007;
Murray et al., 2011; Neilan et al., 2012). Algunos autores mencionan que las
cianotoxinas podrian ser metabolitos secundarios asociados al crecimiento (Carmichael,
1992; Paerl, 1997). Sin embargo, otros autores han demostrado que en presencia de
depredadores o cambios en los factores ambientales como por ejemplo la luz y la
concentracion de sales, ocurre un aumento de la producciéon de toxinas (Utkilen &
Gjolme, 1995; Jang et al., 2003; Castro et al., 2004; Carneiro et al., 2009; Beamud et al.,
2015; Brentano et al., 2016). A su vez, existen varios estudios que relacionan la
disponibilidad de nutrientes con la sintesis de toxinas. Para el caso de las
cylindrospermopsinas  (hepatotoxina, CYN) se demostr6 en cultivos de
Cylindrospermopsis raciborskii (nostocal) que su sintesis era mayor en condiciones de
deficiencia por N, cuando el mecanismo de fijacion de N, esta activo (Saker & Neilan,
2001). A su vez se identifico que la sintesis de CYN en Aphanizomenon ovalisporum
(nostocal) se relaciona positivamente con la disponibilidad de N y con la deficiencia por
P, y con las variaciones en la intensidad luminica (Shalev-Malul et al., 2008; Bar-Y osef
et al., 2010). En relacién a las microcistinas (hepatotoxina, MYC) también se ha
determinado que la concentracién de nutrientes como N y P son factores que afectan la
concentracion de dicha toxina. Se ha demostrado en cultivos de Oscillatoria agardhii
(oscillatorial) que la concentracion de MYC aumenté en concordancia con el
incremento en la concentracion de N (Sivonen, 1990). Contrariamente, encontraron que
Nodularia spumigena (nostocal) presenta una mayor concentracion de nodularina
(hepatotoxina, NOD) en cultivos deficientes por N (Pattanaik et al., 2010). Para el caso
de las saxitoxinas (neurotoxina, STX), Cavaliere (2008) analizd6 cambios en la
concentracion de STX en cultivos de C. raciborskii frente a variaciones en la
concentracion de amonio y encontré que a mayores concentraciones del nutriente
disminuye la concentracién de STX. Por otro lado, un estudio reciente realizado en un

lago dominado por C. raciborskii encontré una correlacion positiva entre el aumento en
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la disponibilidad de nitrégeno inorganico disuelto y la conductividad con la
concentracion de STX (Brentano et al., 2016). Por lo tanto es esperable que el estado
nutricional con respecto al nitrogeno incida en la capacidad de produccion de las
cianotoxinas, mientras que el fosforo sea el nutriente asociado al suministro de la
energia necesaria para dicha sintesis. Sin embargo, otros estudios recientes realizados
con cultivos de C. raciborskii y Raphidiopsis brookii indican que tanto la STX como la
CYN serian metabolitos secundarios por lo que su transcripcion y su sintesis no estarian
relacionadas a factores ambientales especificos como lo son la disponibilidad de
nutrientes, sino con su fase de crecimiento (Stucken et al., 2014; Willis et al., 2015;
Vico et al., 2016). A su vez, en linea con los resultados de Vico et al. (2016), estudios
con cultivos de Microcystis (chroococcal) han encontrado que bajo limitacion por N la
concentracion de microcistina disminuye en proporcion a la division celular, sugiriendo
también que la concentracién de MYC estaria regulada por factores ambientales de
forma indirecta (Orr & Jones, 1998; Harke et al., 2016). La concentracién de MYC
estaria asociada a la tasa de crecimiento debido a que ésta depende de la disponibilidad
de nitrogeno, y por lo tanto, ésta disponibilidad afecta indirectamente a la concentracion
de MYC (Long et al., 2001). En base a estos resultados seria esperable que la
concentracion de cianotoxinas esté afectada indirectamente por la disponibilidad de

nutrientes como Ny P.

1.3. Factores fisicos que afectan el crecimiento de cianobacterias

Las caracteristicas fisicoquimicas de los ecosistemas lénticos son factores determinantes
para el crecimiento del fitoplancton (Reynolds, 2006). La temperatura es uno de los
factores que afecta el crecimiento ya que incrementa la tasa metabdlica de los
organismos (Reynolds, 2006). Para el caso de las cianobacterias, se ha determinado que
su rango Optimo de crecimiento se encuentra a temperaturas mayores a 25°C en
comparacién con otras algas como diatomeas o clorofitas (Paerl & Huisman, 2009;
Johnk et al., 2008). Segun algunos autores, esto les otorgaria una ventaja competitiva
frente a otros grupos del fitoplancton en un escenario de cambio climatico (Paerl &
Huisman, 2008). Sin embargo, otros estudios demostraron que no hay diferencias
significativas en las tasas de crecimiento de cianobacterias en comparacion con

clorofitas, por lo que otros factores explicarian el éxito de las cianobacterias (Lirling et
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al.,, 2012). Uno de esos factores podria ser la regulacion de la posicion de las
cianobacterias en la columna de agua, debido a la presencia de vacuolas de gas, ya que
les confiere una ventaja competitiva Unica sobre las algas eucariotas, lo que puede
explicar su predominancia (Lurling et al., 2012). Se ha predicho que la temperatura
aumentara como resultado del cambio climatico extendiendo el periodo de
estratificacion térmica estival en los lagos, lo que puede favorecer el crecimiento de
cianobacterias en comparacion con otros grupos del fitoplancton por su capacidad de
regular la posicion, debido a que serian mas competitivas para la adquisicion de la luz
(Reynolds, 2006; Paerl & Huisman, 2008).

El incremento de la temperatura del agua, entre otros factores, afecta el ciclo de
estratificacion térmica de la columna de agua, lo que constituye otra de las
caracteristicas fisicas determinantes para los organismos del fitoplancton. Los ciclos de
estratificacion térmica estan determinados por los gradientes de densidad en la columna
de agua producidos por la temperatura, lo que afecta la circulacion de los gases y la
concentracion de nutrientes disponibles en la zona trofogénica (o zona eufética) (Kalff,
2001). En los lagos que presentan estratificacion térmica estival, la columna de agua
queda dividida en tres zonas: el hipolimnion (agua no turbulenta y aislada de la
atmasfera), el epilimnion (en contacto con la atmosfera y deficiente en nutrientes
disueltos), y la zona de transicion entre el hipolimnion y el epilimnion, denominada
metalimnion (Kalff, 2001; Lampert & Sommer, 2007). En condiciones de eutrofizacion,
el hipolimnion se vuelve anoxico, lo que permite la liberacion de nutrientes retenidos en
los sedimentos, quedando potencialmente disponibles para ser captados por el
fitoplancton. Sin embargo, esta capa de agua enriquecida en nutrientes permanece
relativamente aislada del epilimnion cuando la estratificacion es estable, provocando

una potencial limitacion en el crecimiento del fitoplancton en la zona trofogénica.

La luz que reciben los organismos en la columna de agua constituye otra de las
caracteristicas fisicas determinantes para el crecimiento del fitoplancton (Reynolds,
2006). La relacion que existe entre la profundidad de la zona eufética (Zg,) y la
profundidad de la zona de mezcla (Zmix) tiene un efecto directo en la composicion de la
comunidad de fitoplancton ya que los organismos son trasladados dentro de la zona de
mezcla por el movimiento de las masas de agua. Cuando la Zg,>>Znix 10s organismos de
fitoplancton se encuentran expuestos permanentemente a altas irradiancias lo que puede

asegurar la fotosintesis (Reynolds, 1994). En estos casos podrian sustentar su
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crecimiento organismos como las algas verdes, las diatomeas e incluso las
cianobacterias. Sin embargo, cuando la Z¢,<<Znix €l fitoplancton pasara parte del dia en
una zona afotica por lo que su crecimiento puede estar limitado por disponibilidad de
luz, particularmente a algunos grupos como grandes colonias de las algas verdes y
diatomeas (Reynolds, 1994; Kalff, 2001).

Las caracteristicas ecofisioldgicas de las especies presentes en la comunidad de
fitoplancton determinaran qué organismos se veran favorecidos en una u otra condicion
tanto de disponibilidad de nutrientes como de luz. Las cianobacterias planctonicas
presentan caracteristicas fisiolégicas que les permitirian optimizar su crecimiento en
condiciones de estratificacion de verano, ya que pueden regular el acceso a la luz y a los

nutrientes, principales limitantes de su crecimiento (Carey et al., 2012).

1.4. El papel de los nutrientes en el crecimiento de cianobacterias

En general, el incremento de la biomasa de cianobacterias en lagos esta asociado al
aumento de las concentraciones de N y P (Schindler et al., 1977; 2008; Conley et al.,
2009; Dolman et al., 2012). Un aspecto relevante para el desarrollo de floraciones de
cianobacterias es la forma en la cual los organismos reciben los nutrientes (Heisler et
al., 2008). El nitrégeno es obtenido por las algas y cianobacterias mediante la
incorporacion de fracciones inorganicas disueltas (NID) como amonio y nitrato; el
primero es el que requiere menor gasto energético celular ya que es la forma mas
reducida (Whitton & Potts, 2002). Sin embargo, cuando la concentracion NID es muy
baja algunas cianobacterias tienen la capacidad de utilizar el nitrégeno atmosférico (N)
a través de un proceso de fijacion que puede ser llevado a cabo por células
especializadas Ilamadas heterocitos (Whitton & Potts, 2002; Komarek et al., 2003;
Flores & Herrero 2005). La fijacion de N, es un proceso costoso desde el punto de vista
energético en comparacion con la incorporacion activa de las fracciones de NID,
pudiendo tener un efecto en la tasa de crecimiento de los organismos (Kenesi et al.,
2009; Willis et al., 2016). En un estudio realizado con cultivos de C. raciborskii,
especie fijadora de N se encontr6 que la tasa de crecimiento bajo condiciones
deficientes por nitrégeno es menor comparada con condiciones de alta disponibilidad de

nitrato y amonio (Kenesi et al., 2009). A su vez, en experimentos realizados con
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Anabaena flos-aquae se registrd la misma tendencia (Layzell et al., 1985). No obstante,
otros estudios revelaron que C. raciborskii es capaz de exhibir altas tasas de crecimiento
tanto en condiciones de suficiencia por nitrogeno inorganico como en condiciones de
deficiencia (Wood et al., 2014). Esta capacidad refleja una estrategia flexible de esta
especie frente al uso de este nutriente para mantener su crecimiento,
independientemente de la fuente de nitrégeno inorganico disuelto (Sprdber et al., 2003;
Moisander et al., 2012).

Otro nutriente esencial para el crecimiento de las cianobacterias, y del fitoplancton en
general, es el fésforo, que puede estar disponible en forma inorgénica disuelta, como
ortofosfato. Cuando el fosfato se encuentra en bajas concentraciones puede ser limitante
para el crecimiento (Schindler, 1977; Hudson et al., 2000). En condiciones de
limitacion, el fitoplancton activa los sistemas celulares de incorporacién de fosfato
(Rigler, 1956; Orchard et al., 2009; Wu et al., 2012). Cuando una concentracién de
fésforo aumenta en el medio externo (pulso de P) los organismos lo incorporan
rapidamente. Posteriormente la concentracion del nutriente disminuye a concentraciones
tales (valor umbral) que ya no es viable energéticamente su incorporacion (Falkner et
al., 1986; Aubriot et al., 2011). Por lo tanto, el crecimiento del fitoplancton sélo sera
posible cuando la concentracion de fosfato exceda el valor umbral, que generalmente se
encuentra en el rango de concentracion nanomolar, indetectable por los métodos
analiticos convencionales (Aubriot et al., 2000). Una vez que el fosfato es incorporado,
se almacena dentro de las células en forma de granulos de polifosfato (cadenas inertes
de fosfato) que seran utilizados para el crecimiento de los organismos (Kulaev &
Vagabov, 1983). En el medio natural los organismos reciben el nutriente de forma
generalmente fluctuante (pulsos de fosfato), desencadenando modificaciones en la
regulacién cinética de los sistemas de incorporacion. Este cambio en la cinética de
incorporacion permite que los organismos puedan incrementar el valor umbral,
independientemente de la cantidad de fosfato almacenado (Aubriot et al., 2011). De esta
manera se genera asi una respuesta flexible en la fisiologia de los organismos tendiente

a una optimizacion metabdlica (Falkner et al., 1995).

Las cianobacterias florecedoras en particular muestran una alta capacidad de adaptacion
fisioldgica a las fluctuaciones de fésforo que ocurren en escalas temporales muy cortas,

logrando asi optimizar su crecimiento (Aubriot et al., 2011; Aubriot & Bonilla, 2012).
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Estudios recientes en grandes lagos (Yang et al., 2016) muestran que las cianobacterias
florecedoras son capaces de mantener su biomasa a pesar de reducciones significativas
en la concentracion de N y P, debido a que son capaces de explotar eficientemente la
disponibilidad de nutrientes durante eventos puntuales o fluctuaciones (ej,
precipitaciones, mezcla de la columna de agua por accion del viento). Para que esto
ocurra, la escala temporal de la respuesta fisiologica de las células (tiempo de reaccion,
tr) debe ser mas corta que la escala temporal de la fluctuacion del nutriente (tiempo de
exposicion, tg) (Aubriot et al., 2011). Las condiciones de mayor tg pueden simularse
mediante varios pulsos consecutivos de fosfato (Aubriot & Bonilla, 2012). En el caso de
un anico pulso de P, las poblaciones de cianobacterias deficientes por fosfato
incorporan el nutriente rapidamente y la concentracion ambiental de fosfato disminuye
de forma neta resultando en un tz menor al tg. De esta forma las cianobacterias
mantienen una cinética de incorporacion de fosfato relativamente incambiada. Sin
embargo, cuando el te es mayo al tg, las cianobacterias tienen tiempo suficiente para
regular sus sistemas de incorporacion, disminuyendo la tasa de incorporacién de fosfato
y aumentando el valor umbral. Ambos fendmenos estan asociados a una disminucion de
la energia utilizada en la captacion del recurso y, por lo tanto, una mayor optimizacion
del crecimiento (Amaral et al., 2014). Un estudio realizado con una comunidad natural
de fitoplancton dominada por cianobacterias (Planktothrix agardhii y Raphidiopsis
mediterranea) demostré que cuando la comunidad fue expuesta a pulsos de fosfato
exhibidé una mayor tasa de crecimiento que la sometida a un Unico pulso (Aubriot &
Bonilla, 2012). Por lo tanto, las fluctuaciones rapidas (minutos) en la concentracion de
fosfato disponible tienen consecuencias directas en la tasa de crecimiento de las
cianobacterias (Amaral et al., 2014). La capacidad celular de regular rapidamente los
sistemas de incorporacion de fosfato (modificando el valor umbral) y de almacenar el
nutriente (granulos de polifosfato) le otorga a las cianobacterias ventajas adaptativas
frente a otros organismos del fitoplancton para el crecimiento en condiciones limitantes

y fluctuantes del recurso.
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1.5. El caso particular de Cylindrospermopsis raciborskii

Un organismo modelo para estudiar los fundamentos ecofisiologicos de la dominancia
de cianobacterias es Cylindrospermopsis raciborskii (Orden Nostocales, especie neuro y
hepatotoxica). Esta especie estd presente en varios ecosistemas acudticos del pais
destinados a la potabilizacion y recreacion (Vidal & Kruk, 2008; Fabre et al., 2010;
Fabre, 2011; Martigani, 2012), y es mundialmente estudiada por su alta toxicidad y su
capacidad de colonizar nuevos hébitats. Asimismo, su interés se basa en que esta
cianobacteria muestra un patrén complejo con respecto al incremento de la
concentracion de nutrientes en lagos. Varios estudios han demostrado que el
biovolumen de C. raciborskii se encuentra inversamente correlacionado a la
concentracion de PT en los ecosistemas acuaticos donde se la ha registrado (Bonilla et
al., 2012; Hennenman & Petrucio, 2016). Posselt et al. (2009) determinaron que C.
raciborskii domina el fitoplancton cuando la comunidad es expuesta a fluctuaciones
esporadicas de P. Un estudio reciente con cepas de la especie demostré que su tasa de
crecimiento se duplica frente a secuencias de pulsos de P, pudiendo adaptar su fisiologia
en un corto plazo (minutos) (Amaral, 2011; Amaral et al., 2014). Por tanto, el uso del
nutriente de esta especie no estaria basada en la cantidad de P incorporada, sino en la
optimizacion energética lograda por la regulacion de la incorporacion de fosfato que
pueda realizar de acuerdo al tiempo de exposicion (tg) del organismo al nutriente, como
fue encontrado en comunidades de otras cianobacterias filamentosas (Aubriot &
Bonilla, 2012). Sin embargo, se desconoce qué papel puede cumplir esta flexibilidad
fisiolégica (Amaral et al., 2014) en el contexto de la comunidad de fitoplancton y si se

asocia con la capacidad florecedora de C. raciborskii.

1.6. Justificacién del trabajo

Esta tesis busca aportar conocimientos de la ecofisiologia de cianobacterias en
condiciones nutricionales suboptimas de crecimiento. Los resultados obtenidos en esta
tesis contribuyen a mejorar la comprension del crecimiento de cianobacterias en
condiciones naturales de estrés nutricional, o inducidos durante medidas de

recuperacion de ambientes eutrofizados. A su vez, busca identificar el papel de la
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flexibilidad fisioldgica en el crecimiento de cianobacterias florecedoras para
comprender mejor este fendmeno de creciente impacto nacional y mundial. Se aportara
informacion acerca de los mecanismos ecofisiologicos de corta escala temporal que
propician el desarrollo de floraciones. Esta informacion permitira contribuir a elaborar

modelos predictivos mas realistas sobre el crecimiento de cianobacterias.

2. Obijetivos vy Predicciones

2.1.0bjetivos

El objetivo general de esta tesis es analizar el crecimiento de poblaciones de
cianobacterias frente a pulsos de nutrientes aplicados en diferentes escalas temporales y
su papel en el desarrollo de floraciones tdxicas en un ecosistema léntico eutrofico de

Uruguay.

2.2. Obijetivos especificos

1. Evaluar la relacion entre la disponibilidad de nutrientes y la estructura de
la comunidad de fitoplancton del lago Javier en el periodo de estratificacion
de verano (temprana, media y tardia).

2. Analizar el efecto de diferentes tiempos de exposicion al P y la
disponibilidad de nitrégeno inorganico disuelto en la tasa de crecimiento de
las especies dominantes de cianobacterias.

3. Analizar la relacién entre el estado nutricional de las cianobacterias y la

concentracion de las toxinas saxitoxinas (STX) y microcistinas (MYC).

2.3. Predicciones

1. La comunidad de fitoplancton estard dominada por cianobacterias en los
tres muestreos de estratificacion de verano ya que son organismos que
tienen la capacidad de crecer bajo condiciones nutricionales suboptimas.
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2. Cuando el tiempo de exposicion al fosforo sea mayor las cianobacterias
exhibirdn su mayor tasa de crecimiento en una comunidad natural de
fitoplancton. Asimismo, la baja disponibilidad natural de las formas
inorgénicas disueltas de nitrogeno propiciara el desarrollo de cianobacterias

toxicas fijadoras de No.

3. La concentracion de toxina por unidad de biomasa de cianobacterias sera
mayor en la condicion de mayor tiempo de exposicion al P ya que es la
condicién que propiciard un mayor crecimiento de cianobacterias y por

tanto una mayor tasa metabdlica

3. Metodologia y area de estudio

3.1. Estrategia metodologica

El abordaje que tendra este trabajo consistira en analisis en campo y a su vez contara
con trabajo experimental. El trabajo de campo es clave para abordar el primer objetivo
especifico propuesto y desencadenante a su vez del trabajo experimental que seréd
utilizado para cumplir con los otros dos objetivos especificos propuestos. Los
experimentos propuestos en esta tesis son realizados con agua proveniente del
ecosistema a muestrear y las condiciones fisicoquimicas que se registren en el mismo

son claves para poder desarrollar los experimentos.

3.2. Area de estudio

El lago Javier estd ubicado en Parque Miramar, Canelones, Uruguay (34°51°S,
56°02°0) (Fig. 1). Es un lago artificial generado por la remocion de arena y actualmente
tiene uso recreativo por los habitantes que viven en su zona litoral. Tiene un area de
23.5 hda y una profundidad maxima de 11 m (Fabre et al., 2010). Es un lago
monomictico, con un periodo de estratificacion durante el verano seguido de la mezcla
de la columna de agua en otofio e invierno, y se nutre de agua por el aporte de las napas

fredticas y la lluvia. El lago presenta condiciones de eutrofia a hipereutrofia y se ha
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determinado que estd dominado por la cianobacteria invasora potencialmente tdxica

Cylindrospermopsis raciborskii (Fabre et al., 2010; Somma, 2014).

Figura 1: Fotografia satelital del lago Javier (pin amarillo), en
Parque Miramar, Departamento de Canelones, Uruguay. Tomada de
Google Earth (version 7.1.5.1557).

3.3. Mediciones in situ y analisis de laboratorio

En el lago Javier se realizaron tres muestreos en diferentes etapas de la estratificacion de
verano: estratificacion temprana (Ete, Noviembre 2013), media (Eme, Febrero 2015) y
tardia (Eta, Marzo 2014). En cada muestreo se evaluo la fisico-quimica de la columna
de agua mediante mediciones in situ. Se realizaron perfiles verticales de parametros
limnolégicos como oxigeno disuelto (OD), luz (PAR) y temperatura (T), con sensores
Horiba © D-25 cada 20 cm hasta alcanzar los 8 m de profundidad. Con la informacion
obtenida del perfil vertical de luz se determind el coeficiente de extincion de la luz (kd,
m™) y la profundidad de la zona eufética (Ze,, m). Se determiné la profundidad de la
zona de mezcla (Zmix, m) como la profundidad de la termoclina a la cual se produce el
cambio mayor de estabilidad y un gradiente At en un metro de profundidad =0.5 °C,
desde la superficie, definido para sistemas subtropicales templados (Esteves, 2011). La

estabilidad se calcul6 como:

E (cm™)= (1/8) (d8/ dz)
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donde 6 es la densidad del agua a una determinada profundidad y dé/ dz corresponde a
la diferencia de densidad a dos profundidades determinadas. Esta diferencia de densidad
fue medida cada 20 cm. Se determind la relacion entre la zona eufética y la zona de
mezcla (Zeu/Znmix) que resulta en un indicador del régimen de luz al que estan expuestos
los organismos sometidos al movimiento del agua, y la cantidad de luz instantanea en la
zona de mezcla (Imix, pmol foton m? s™) segtn el modelo de Wiedner et al. (2007)

modificado:
Imix:Isubsup- (l_e-kd.zmix) / Kd.Zmix

En donde la Isupsyp coOrresponde a la intensidad de luz subsuperficial (umol foton m?s?)

que se define como la cantidad de luz total que ingresa a la columna de agua.

Se tomaron muestras de agua subsuperficial con bidones opacos, para el posterior
analisis de nutrientes disueltos (fracciones disueltas de nitrogeno y fosforo) y totales
(nitrégeno total y fésforo total), y para la determinacién de la clorofila a por extraccion
con etanol caliente (Nusch, 1980, modificado). Las fracciones disueltas de nitrogeno
determinadas fueron: Nitrito (NO;), Nitrato (NO3) y Amonio (NH4"), mientras que la
de fdsforo fue fosfato reactivo soluble (PRS) (APHA, 1985). Las fracciones de
nitrogeno total (NT) y fosforo total (PT) fueron determinadas con el método de
Valderrama (1981).

También se tomaron muestras de agua subsuperficial para el anlisis cuantitativo de la
comunidad de fitoplancton con una botella muestreadora (tipo Ruttner). Las muestras se
mantuvieron en oscuridad y a baja temperatura durante el transporte al laboratorio
donde fueron fijadas con lugol. La cuantificacion se realiz6 en camaras Sedwick-Rafter
de 1 ml mediante la seleccion de campos aleatorios hasta cuantificar 100 organismos del
taxa o especie mas abundante, de acuerdo a Sournia (1978). Este Gltimo método de
conteo es el mas apropiado para sistemas eutréficos con altas abundancias de
cianobacterias. El analisis taxondmico en las muestras cuantitativas fue al menos hasta
el nivel de género, con énfasis en la identificacién de especies de cianobacterias, ya que
consisten en el grupo objetivo de este trabajo. EI biovolumen de cada especie o género
se calcul6 en base a figuras geométricas aproximadas segun Hillebrand et al. (1999).
Para esto se midio el largo (um), el ancho (um) y profundidad (um) de 30 individuos de
la especie mas abundante y en el caso de especies 0 taxa que presentaron una

abundancia menor a 30 se midieron dichas dimensiones en el numero total de
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individuos encontrados en cada muestra. Se calcul6 el biovolumen de cada individuo y
luego se realizd un promedio del biovolumen de esa especie para cada fecha de

muestreo.

Las cianotoxinas que se determinaron fueron las saxitoxinas (STX, neurotoxina) y
microcistinas totales (MYC, hepatotoxina). Las muestras (1 ml) fueron tomadas del
agua subsuperficial del lago y se conservaron en criotubos a -20 °C hasta su posterior
analisis. La cuantificacion de STX y MYC se realiz6 a través de inmunoensayos de tipo
ELISA. El limite de deteccion para este ensayo es de 0.02 pg I™* para STX y de 0.3 pg I
! para MYC. Los andlisis de cuantificacién de toxinas fueron llevados a cabo por el
Departamento de Biociencias de la Facultad de Quimica (equipo de investigacion de la
Dra. Beatriz Brena).

3.4. Experimentos con nutrientes

Para evaluar la flexibilidad fisioldgica de las poblaciones de cianobacterias se realizaron
dos experimentos con la comunidad natural del lago Javier. En dos de los muestreos
realizados, Noviembre 2013 (Ete, experimento A) y Febrero 2015 (Eme, experimento
B), se tomo un indculo de 30 litros de agua subsuperficial en una bolsa plastica oscura y
se traslado al laboratorio dentro de una conservadora donde se realizo la incubacion. Se
eligieron esos dos muestreos, de los tres que se realizaron, ya que fueron los dos que
mostraron diferencias en la composicién de especies de la comunidad de fitoplancton y
a su vez fueron los dos muestreos méas similares en relacion a su estructura
fisicoquimica. Los indculos de 700 ml de agua fueron repartidos en botellas de 1 litro de
tipo schott. Ambos experimentos se desarrollaron a una intensidad de luz de 90 pmol
foton m™2 s, con un fotoperiodo de 12:12 h luz: oscuridad y a 23 °C. Previo al inicio del
experimento las muestras de agua se dejaron en aclimatacién a las condiciones
experimentales durante 24 horas. El experimento A consistio en la adicion de una
concentracion inicial de fosfato de 10 uM, suficiente para duplicar la biomasa, mientras
que en el experimento B se utilizd 33 puM de fosfato, lo que representa una
concentracion de suficiencia para el crecimiento de los organismos. Estas dos
concentraciones fueron utilizadas para evaluar posibles diferencias en el crecimiento del
fitoplancton. Segun Aubriot (2008) y Aubriot & Bonilla (2012), las diferencias de tg
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entre patrones de pulsos en rangos elevados de concentracién de fosfato se minimizan.
Esto se debe a que los pulsos de alta concentracion aplicados producen un tiempo de
exposicion al fosfato prolongado que desactiva a los sistemas de incorporacion de
membrana (Aubriot et al. 2011). En la Figura 2 se esquematizan los resultados

esperados para ambas concentraciones y sus respectivos tiempos de exposicion tedricos.

La incubacion de la comunidad natural consistié en seis tratamientos (con 3 réplicas
c/u) simulando escenarios naturales de fluctuaciones de P con diferentes tiempos de
exposicion (tg). Por lo tanto, en ambos experimentos, la concentracion de fosforo se
afiadié de tres formas: tratamiento 1P, concentracién afiadida en un solo pulso (menor
tg); tratamiento 4P: adicion de la misma concentracién dividida en 4 pulsos, uno cada 8
horas (te intermedio); y tratamiento 10P, adicion de la misma concentracion dividida en
diez pulsos (mayor tg, un pulso cada 10 min). El control consistio en la muestra natural
del lago sin la adicién de P (OP). A su vez se trat6 cada tratamiento y control de P con y
sin adicion de N (+N y -N respectivamente) con una concentracion de 16 veces la
concentracion de P, totalizando de esta manera seis tratamientos y dos controles (Fig.
2).
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Figura 2: a: diagrama representativo del disefio experimental utilizado en los experimentos. b:
respuestas esperadas de incorporacion de fosfato en la concentracion intermedia, 10 uM y de
saturacién, 33 uM. Se muestra la cinética de incorporacion de fosfato en ambos casos (linea) y
los tiempos de exposicion tedricos (tg) en las barras grises, segin el modelo de Aubriot &
Bonilla (2012). Cuando la linea es horizontal se asume gue la incorporacién de fosfato es igual

a cero ya que se alcanzé el valor umbral.

El seguimiento diario de cada experimento se realizd mediante la medicién de la
densidad optica (DO, absorbancia a 750 nm) como indicador indirecto de biomasa del
fitoplancton. Previo a la toma de muestras, todas las botellas fueron mezcladas
suavemente. Para la medicion de DO se utiliz6 un espectrofotdometro Thermo Scientific,
Evolution 60 LC. Este seguimiento nos permitid identificar el inicio del crecimiento y el
final de la fase de crecimiento exponencial. El dia de finalizacion de ambos
experimentos fue definido cuando la DO fuese igual a la del inicio. En ambos
experimentos se pudo observar que el final de la fase exponencial correspondié al
quinto dia del experimento (t=5). La finalizacion de los experimentos fue estipulada en

el dia 15 en el experimento A y en el dia 11 en el experimento B.

Para determinar el crecimiento especifico de cianobacterias y de la comunidad de
fitoplancton durante el transcurso de ambos experimentos se tomaron alicuotas de cada
réplica y de cada tratamiento al inicio de los experimentos (t=1), cuando se alcanzo la

fase exponencial de crecimiento (t=5) y al final de los mismos (t=15en Exp Ay t=11en
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Exp B). Las mismas fueron fijadas con lugol y conservadas en oscuridad para su
posterior analisis cuantitativo a través de microscopia Optica. La cuantificacion se
realiz6 en caAmaras Sedwick-Rafter de 1 ml mediante la seleccion de campos aleatorios
hasta cuantificar 100 organismos del taxa o especie mas abundante, de acuerdo a
Sournia (1978). Se realizd especial énfasis en la identificaciébn de especies de
cianobacterias, mientras que el resto de los grupos que componen la comunidad de
fitoplancton se identific6 a nivel de género. Se determind el biovolumen que

representan las especies o taxa, como se describié en seccion 3.2.

Para determinar la tasa de crecimiento de la comunidad de fitoplancton (p crec, d) en
cada tratamiento y cada réplica se utilizé el biovolumen total, ya que es un indicador
directo de la biomasa del fitoplancton. La estimacion se realiz6 acorde a la siguiente

funcién:

uerec (d™)= (In BV final — In BV inicial) / At (funcién 1)

Donde BV final es el biovolumen de la comunidad al final de la fase exponencial de la
curva de crecimiento, BV inicial es el biovolumen de la comunidad al inicio de la fase
exponencial de la curva de crecimiento y At es el intervalo de tiempo transcurrido desde
el inicio al final de la fase exponencial de crecimiento. A su vez, con la informacion
obtenida del andlisis cuantitativo de la comunidad, se clasificaron a las especies de
cianobacterias registradas en los oOrdenes segun Komarek et al (2014). Una vez
agrupadas en sus ordenes respectivos se estimé la tasa de crecimiento (HCreCorgen, d™) de
cada orden para cada tratamiento y cada réplica en dos fases, exponencial y tardia. En la
Figura 3 se puede observar de forma esquematica a qué etapa del experimento
corresponden las tasas de crecimiento en fase exponencial o tardia. Las tasas de

crecimiento se determinaron de la siguiente manera:

HCreCorgen= In (BV final Ordeny+2)- In (BV inicial Ordeny+2)/ At (funcion 2)

Para el caso de la tasa de crecimiento en fase exponencial (UeXporgen) €l BV final
Ordeny corresponde al biovolumen de un determinado Orden al final de la fase
exponencial, el BV inicial Ordeny corresponde al biovolumen inicial de ese Orden al

inicio del experimento, y el At corresponde al lapso de tiempo en dias en el que ocurre
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la fase exponencial de crecimiento. En este caso se aplicé a los datos una funcién de In
(x+2) para poder estimar aquellos BV de Ordenes que presentaban como dato un cero,
es decir, que no aparecieron especies de ese orden en el conteo. Para el caso de la tasa
de crecimiento en la fase tardia (ptarorgen) l0s BV utilizados corresponden al
biovolumen del Ordeny al final del experimento (BV final Ordeny) y el BV del Orden al
final de la fase exponencial de crecimiento (BV inicial Ordeny). Los valores de
HeXPorden Y Mtarorgen Negativos reflejan una disminucion en el biovolumen del Orden
dado, mientras que las variaciones en la magnitud de la pendiente reflejan la velocidad

tanto en el aumento de su biovolumen como en la disminucién del mismo.

Fase Fase de
Fase la exponencial crecimiento
g pcrec tardia pdec

A

Biovolumen grupos o especies (mm3/I)

Tiempo en dias

Figura 3. Representacion esquematica del transcurso del
experimento que indica en qué momentos fueron estimadas las
tasas de crecimiento exponencial y tardia.

Para evaluar como las especies responden a los diferentes tg utilizados, se eligieron
cuatro especies que resultaron dominantes en biovolumen (>30% del biovolumen total
de fitoplancton) en el transcurso de los experimentos. Para cada una de ellas se estimo:
las tasas especifica de crecimiento exponencial y tardia (peXpesp, d*, ptaresp, d*
respectivamente) de la forma que estipula la funcién 2. Para el caso de las especies no
fue utilizada la transformacion In (x+2) y solamente se usé el In del biovolumen. Las
especies que no se identificaron con el método de conteo utilizado (seccion 3.2) se
consideraron que pudieran haber estado presentes como especies raras 0 no estar

presentes. En los casos en que se identifico una especie en un tratamiento en tiempo 1, 5
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o final (en funcidn de los experimentos), pero no se registro en otro dia, se asumio que
la especie estaba presente en muy baja abundancia y por debajo del limite de
cuantificacion. En estos casos, y para poder calcular luego las tasas de crecimiento se
adjudicé un valor de abundancia igual a la mitad de la abundancia minima registrada en
la muestra dada (1, 5 o final). Luego, para estimar el BV, se multiplicé ese valor de
abundancia por el volumen especifico de esa especie en el dia mas cercano que fue

registrada en el conteo.

Al final del experimento se tomaron muestras de cada réplica y de cada tratamiento para
determinar la produccion de saxitoxinas (STX) y microcistinas totales (MYC) y la
concentracion de nutrientes disueltos y totales y clorofila a por extraccion. La
concentracion de toxinas, tanto STX como MYC, fueron determinadas a través del
método ELISA por el Departamento de Biociencias de la Facultad de Quimica (equipo
de investigacion de la Dra. Beatriz Brena). El limite de deteccion para este ensayo es de
0.02 pg I para STX y de 0.3 pg I* para MYC. La concentracién de nutrientes
disueltos, nutrientes totales y clorofila a por extraccion fueron determinadas en el

laboratorio, acorde a las metodologias mencionadas anteriormente.

3.5. Andlisis de datos

Para el analisis de datos se utilizaron los programas SigmaPlot (version 11.0) y R
(version 3.2.5). Se realizaron ANOVAS de 1 via (factor: muestreo) para detectar
diferencias significativas entre variables limnoldgicas (nutrientes, clorofila a). Se
realizaron analisis de regresién simple para evaluar la relacion entre la biomasa de

cianobacterias y la concentracion de nutrientes en el lago.

Se realizaron anélisis de ordenacién, previamente explorando mediante DCA
(Detrended Correspondence Analysis) el largo del gradiente para determinar qué
método utilizar, unimodal (largo del gradiente > 4) o lineal (largo del gradiente < 3)
(Leps y Smilauer, 1999). A partir de este analisis se seleccionaron modelos lineales.
Para evaluar la semejanza entre los casos (biovolumen de las especies) a través de las
variables consideradas (diferentes muestreos) se realiz6 un anélisis de componentes

principales (ACP) (Legendre & Legendre, 2002). Este tipo de andlisis permite evaluar si
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existen grupos de muestras semejantes en funcién del tiempo y a su vez si existe
correlacion entre ellas o0 no a traves de un analisis de correlacion no paramétrico como
el andlisis de correlacion de Spearman (Legendre & Legendre, 2002). Para determinar el
namero de componentes que presentara la representacion gréfica se utilizd el método
del palo quebrado (Frontier, 1976). Este método permite la eleccion del nimero de
autovalores que explican la mayor varianza de los datos. Las especies que se utilizaron
para este método de ordenacion fueron aquellas que superaron el 1% del biovolumen

total de fitoplancton en al menos uno de los tres muestreos (Ete, Eme y Eta).

Para determinar el estado nutricional de la comunidad de fitoplancton en el epilimnion
se utiliz6 como referencia la relacion estequiométrica general establecida por Redfield
(1958) de nitrégeno y fosforo (NT:PT, NID:PRS). Si la relacion atomica NT:PT es
cercana a 16, se considera que la comunidad se encuentra en un rango nutricional
Optimo teorico. Si dicha relacion esta por encima de este valor (16), y la concentracién
de nutrientes disueltos es cercana a los limites de deteccion de los métodos analiticos
utilizados, indicaria un estado nutricional deficiente por P, mientras que si se encuentra
un valor por debajo de 10, indicaria un estado nutricional deficiente por N, pudiendo

existir una co-limitacién de ambos nutrientes entre dichos valores (Arrigo, 2005).

Para el segundo objetivo se realizaron analisis de varianza (ANOVA) multifactorial.
Uno de los factores de analisis es el P con 4 niveles (OP, 1P, 4P, 10P), y el otro factor es
el N, con 2 niveles (+N y —N). Esté analisis fue utilizado para evaluar si existieron
diferencias significativas en las biomasas alcanzadas en los experimentos, las tasas de
crecimiento exponencial y tardia de los drdenes y las especificas. En caso de que los
datos no cumplieran con los test de normalidad y homogeneidad de varianza, como asi

lo requiere el ANOVA, se realizaron test de Kruskal-Wallis.

Con relacién al tercer objetivo especifico se determind la tasa de cambio de la
concentracion neta de toxinas (STX y MYC) entre el inicio (dias de los muestreos de
Ete y Eme) y el final de los experimentos (experimento A y B). Para evaluar el efecto de
la adicion de los nutrientes en la produccion de cianotoxinas se estandarizd la
concentracion de la misma por unidad de biovolumen de cianobacterias y se evalué la
tasa de cambio respecto al inicio para cada tratamiento mediante ANOVA de dos vias.
En este ANOVA se determinaron dos factores fijos: P con 4 niveles (OP, 1P, 4P y 10P)

y N 2 niveles (+N y —N). A su vez se realizaron regresiones lineales entre la
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concentracion de cianotoxinas y la biomasa maxima registrada de las especies
dominantes, y potencialmente productoras de cada toxina, para determinar si existia una
relacion entre el aumento del biovolumen de cianobacterias y la concentracion de

toxinas detectada al final de los experimentos.

4. Resultados

4.1.0bjetivo_especifico 1. Evaluar la relacién entre la disponibilidad de
nutrientes y la estructura de la comunidad de fitoplancton del lago Javier en
el periodo de estratificacion de verano (temprana, media y tardia).

En las tres fechas de muestreo, que se correspondieron con diferentes estadios de la
estratificacion del verano, la temperatura superficial del lago Javier vario desde 20.7 °C
(estratificacion temprana) a 25.2 °C (estratificacion media) (Fig. 4). La termoclina se
ubicé a los 3.5 m en la fase temprana hasta alcanzar los 8.0 m en la fase tardia. El
muestreo donde se registré mayor temperatura fue el de estratificacion media (Eme), lo

gue permite una mayor estabilidad del metalimnion (Fig. 4).

Temperatura (°C) OD (mg I-1)

12 14 16 18 4 26 0 2 4 6 8 10 12
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Figura 4. Perfiles verticales de temperatura (izquierda) y oxigeno disuelto (OD,
derecha) para las tres fechas de muestreo del lago Javier. Los circulos verdes
corresponden a la fecha de estratificacion temprana (Ete, Noviembre 2013), los azules
corresponden a la fecha de estratificacion media (Eme, Febrero 2015) y los turquesas a
la fecha de estratificacion tardia (Eta, Marzo 2014)
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En las tres fechas de muestreo se pudo registrar un perfil clinégrado de la concentracion
de oxigeno disuelto (OD). En el epilimnion de los muestreos de Ete y Eme la
concentracion de OD varié entre 10.0 y 3.0 mg I™", mientras que en la fecha de Eta vari6
entre 10 y 6 mg I™. Cabe destacar que por debajo de la termoclina, en todos los

muestreos, el hipolimnion del lago se encontr6 en condiciones andxicas (Fig. 4).

Tabla 1. Concentracion de clorofila a, pardmetros limnoldgicos estimados, nutrientes disueltos,
nutrientes totales y la relacién atomica de Redfield para los nutrientes totales y disueltos determinados
en epilimnion del Lago Javier. Noviembre 2013 corresponde al inicio de la estratificacion
(estratificacion temprana, Ete), Febrero 2015 a un estadio medio (Estratificacién media, Eme) y Marzo
2014 corresponde al final de la estratificacion (Estratificacion tardia, Eta). Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre muestras.

Ete Eme Eta
Media DS Media DS Media DS
Clo-a (ug I 107.1 (a) 3.4 102.0 (a) 6.4 139.0 (b) 6.5
Kd (m™) 3.1 4.2 4.6
Zew (M) 1.5 1.1 1.0
Zmix (M) 35 5.0 8.0
Z ool Z mix 0.43 0.21 0.12
Imix (umol foton m?s™) 775 - 44.40
NH,* (ug I'") 26 18 16 6 43 5
NO3 (ug I 82 (a) 9 <50 (bc) 18 70 (ac) 10
NO, (ug I <2.8 <2.8 <2.8
PRS (ug I 14 (a) 1 <10 (bc) 4 13 (ac) 0
NT (ug I'") 2317 (a) 172 1931 (a) 489 2680 (b) 92
PT (ug I'") 78 (bc) 2 76 (ac) 4 60 (b) 2
NT:PT 66 56 98
NID:PRS 17 14 20

En el muestreo Eta se registro el mayor valor del coeficiente de extincion de la luz (Kd),
y el mayor valor de clorofila a, en comparacion con los otros dos muestreos (p<0.05).

La zona eufdtica (Zq,) maxima se registré en Ete (1.5 m) y la minima en Eta (1.0 m).

(27]



Para los tres muestreos realizados la relacion entre la zona eufética y la zona de mezcla
(Zew/Zmix) fue menor a 1 (Tabla 1).

En las tres fechas de muestreo se observaron concentraciones bajas de nutrientes
disueltos en el epilimnion. En particular, en la fecha correspondiente al momento de
Eme, las concentraciones de nutrientes disueltos, salvo la de amonio (NH,;"), fueron
indetectables. Para el NOs y el PRS se observaron diferencias significativas entre los
muestreos de Ete y de Eme (p<0.05) (Tabla 1). En la estacion Eta se registraron las
mayores concentraciones de NT (p<0.05). Para el PT se observo un patrén inverso al
NT. La menor concentracion de PT fue registrada en el muestreo de Eta,
significativamente menor a la registrada en Eme (p<0.05). Las altas relaciones atdmicas
de Redfield estimadas con la concentracion de nutrientes totales (NT:PT) sumado a la
baja concentracién de nutrientes disueltos, principalmente de PRS, indicaron una
limitacion potencial en el crecimiento del fitoplancton por el fésforo para los tres casos
(Tabla 1).

En relacion a la composicion de la comunidad de fitoplancton, los tres muestreos
mostraron un namero similar de taxa. EI phyllum que presentd mayor nimero de taxa
en los tres estadios de estratificacion fueron las cianobacterias (13) y las microalgas
verdes (10) (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de taxa, géneros y especies registradas en los tres muestreos realizados. Ete refiere al
muestreo de Estratificacion temprana (Noviembre 2013), Eme al muestreo de estratificacion media
(Febrero 2015) y Eta al muestreo de estratificacion tardia (Marzo 2014). NI: no identificados.

Phyllum Taxa Ete Eme Eta
Bacillariophyta Diatomea pennada X X X
Bacillariophyta Diatomea céntrica X X
Bacillariophyta Aulacoseira distans X
Chlorophyta Monoraphidium spp. X X X
Chlorophyta Scenedesmus spp. X X X
Chlorophyta Closterium sp. X
Chlorophyta Oocystis sp. X X X
Chlorophyta Tetraedron minimum X X X
Chlorophyta Botryococcus sp. X X X
Chlorophyta Pseudodydinocystis sp. X X
Chlorophyta Coelastrum spp. X X
Chlorophyta Eudorina sp. X
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Chlorophyta
Cryptophyta

Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Dinophyta
Dinophyta

Euglenophyta
Euglenophyta

NI

Ankistrodesmus sp.
Cryptomonas spp.

Cylindrospermopsis raciborskii
Planktothrix agardhii
Aphanizomenon cf. gracile
Pseudanabaena sp.
Planktolyngbya sp.
Aphanocapsa spp.
Aphanocapsa conferta
Aphanocapsa incerta
Microcystaceae spp.
Merismopedia tenuissima
Cyanobacteria no identificada
Células de Microcystaceae
Sphaerocavum brasiliensis

Ceratium hirudinella
Peridinium sp.

Trachelomonas volvoscenopsis
Euglena spp.

No identificado < 10 micras
Total de taxa

X X X X X X

22

X X X X X

X X X X X X

25

X X X X X

X X X X X

27

El mayor biovolumen de fitoplancton fue registrado en Eta (60 mm®l™) y el menor en

Ete (44 mm®l™) (Fig. 5). En el muestreo de Eta se registré una mayor contribucion de

cianobacterias al biovolumen total del fitoplancton (84%) en comparacion con la de

eucariotas (16%). En los otros dos muestreos, Ete y Eme, la contribucion de

cianobacterias al biovolumen total de fitoplancton fue de 58.2 y 73.5% respectivamente,

mientras que la de eucariotas fue de 41.7 y 26.4% respectivamente. La especie que

presentd mayor contribucion al BV total de cianobacterias fue Cylindrospermopsis

raciborskii en Eme (73.2%) y Eta (79.2%). En el muestreo de estratificacion temprana

(Ete) se registraron dos especies de cianobacterias que sumadas dominaron la

comunidad de fitoplancton (Planktothrix agardhii, 14.4% y Aphanizomenon cf. gracile
29.2% del BV total de cianobacterias).
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Figura 5. Biovolumen de fitoplancton registrado en cada muestreo. Se indica la contribucion
al biovolumen total de las especies de cianobacterias. Los muestreos son: Ete, estratificacion
temprana (Noviembre 2013), Eme, estratificacion media (Febrero 2015) y Eta, estratificacion
tardia (Marzo 2014).

Cuando el BV de Cylindrospermopsis raciborskii (Eme y Eta) tuvo mayor proporcién
en el BV total de fitoplancton, la contribucién de las microalgas eucariotas al BV total
fue menor en comparacion con el muestreo realizado en Ete, donde predominaron P.
agardhii y A. cf. gracile (Ete). En los muestreos de Eme y Eta aparecen especies del
orden Chrococcales, principalmente representadas por Microcystis spp. y Sphaerocavum
brasiliensis (Fig. 5). Microcystis spp. representaron 12.5% del BV total de
cianobacterias en el muestreo de Eme, mientras que Sphaerocavum brasiliensis y

Microcystis spp. representaron 5.8% del BV total de cianobacterias en el muestreo de
Eta.

El diagrama obtenido del andlisis de componentes principales se observa en la Figura
6. El 74.9% de la varianza de los datos fue explicado con los primeros dos autovalores
(56% y 18.9% de la varianza, ejes 1 y 2 respectivamente). Las especies que aportaron
mas en sentido negativo al componente 1 fueron Planktothrix agardhii (-0.37) y
Aphanizomenon cf. gracile (-0.39), mientras que en sentido positivo fueron
Cylindrospermopsis raciborskii (0.38) y los organismos clasificados como menores a 10

pum (0.36). Evaluando los muestreos asociados a diferentes momentos de la
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estratificacion, el muestreo de Ete fue el que aporté mas en sentido negativo al Comp.1,
mientras que el de Eta fue el que aporté mas en sentido positivo a este componente. Las
especies que aportaron mas en sentido positivo al segundo componente del ACP fueron
Microcystis spp. (0.60) y Tetraedron minumum (0.58), mientras que en sentido negativo
fueron Merismopedia tenuissima (-0.33) y Aphanocapsa spp. (-0.31). P. agardhii y A cf.
gracile solo estuvieron asociadas al muestreo de Ete. Los individuos de Microcystis spp.
solo se observaron relacionados al muestreo de Eme, mientras que M. tenuissima y
Aphanocapsa spp (ambas Synechococcales) se relacionaron al muestreo de Eta. C.
raciborskii (Nostocal) se encontré asociada a los muestreos de Eme y Eta, y se mostrd
negativamente correlacionada con P. agardhii (p=-0.81) y A. cf. gracile (p=-0.88). Se
observé una tendencia lineal negativa (p<0.001, R?=0.67) del biovolumen de las
cianobacterias en funcién de la concentracion de PT, explicada mayormente por la
contribucion de C. raciborskii (p<0.001, R*=0.69).
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Figura 6. Diagrama del anélisis de componentes principales (ACP) (Comp.: componente). Las
especies representadas son aquellas que superaron el 1% del biovolumen total del fitoplancton.
Cylindrospermopsis raciborskii (Crac), Aphanizomenon cf. gracile (Apgra), Planktothrix agardhii
(Pagar), Aphanocapsa spp. (Aphan), Merismopedia tenuissima (Merism), Cryptomonas spp. (Crypto),
Peridinium sp. (Perid), Ceratium hirudinella (Cerat), Tetraedron minumum (Tetra), Microcystis spp.
(Microc), Ceélulas menores a 10 um (Men10m).
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4.2. Objetivo _especifico 2. Analizar el efecto de diferentes tg al fosfato y la

disponibilidad de nitrato en la tasa de crecimiento de las especies

dominantes de cianobacterias.

En ambos experimentos (A y B) hubo una estimulacion del crecimiento (DO) de la
comunidad de fitoplancton en respuesta a la adicion de nutrientes (Fig. 7). Sin embargo,
la respuesta fue mas evidente en el experimento A, y principalmente en los tratamientos
+N, triplicando su biomasa en los primeros 5 dias del experimento. En los tratamientos -
N del experimento A también se encontrd una respuesta significativa en el incremento
de la biomasa a la adicion de nutrientes, ya que casi triplicé la biomasa original en los
primeros 5 dias. En el experimento B, la respuesta de la biomasa de fitoplancton fue

significativa en los tratamientos con +N, pero no en los -N (Fig. 7).
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Figura 7. Variacion de la densidad éptica (DO) como indicador de biomasa en funcién de
los dias para ambos experimentos. A la izquierda el experimento A (Nov. 2013, Ete, adicion
de 10 uM de P) y a la derecha el experimento B (Feb. 2015, Eme, adicion de 33 uM de P).
Arriba: tratamientos sin Nitrdgeno (-N) con su control (OP) y los tres patrones de pulsos de P
aplicados (1P, 4P y 10P). Abajo: tratamientos con Nitrégeno (+N) con su control (OP) y los
tres patrones de pulsos de P aplicados (1P, 4Py 10P).
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En el experimento A las tasas de crecimiento de la comunidad de fitoplancton fueron
significativamente mayores en los tratamientos +P (1P, 4P y 10P) en comparacion con
los controles (OP) para cualquiera de los tratamientos de N (p<0.05) (Fig. 8). Tanto en
los tratamientos +N como en los -N la mayor tasa de crecimiento se registré en el
tratamiento de 10P (p<0.05), que corresponde al mayor tiempo de exposiciéon al
nutriente. Para el caso del experimento B no se detectaron diferencias significativas

entre los diferentes tg utilizados ni en los diferentes tratamientos de N.
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Figura 8. Tasas de crecimiento globales (pgcrec) de la comunidad de fitoplancton
estimadas a partir del biovolumen y para cada tratamiento (color de barras diferentes). A
la izquierda el experimento Ay a la derecha el experimento B.

Tabla 3. Concentraciones iniciales y finales de nutrientes disueltos y totales (promedio + desvio
estandar) para ambos experimentos, Exp A, 10 uM-Nov 2013 (Ete) y Exp B, 33 pM-Feb 2015
(Eta): Amonio (NH,"), Nitrito (NO>,), Nitrato (NO3) y fosforo reactivo soluble (PRS), Nitrégeno
total (NT) y Fosforo total (PT). Se indican las relaciones estequiométricas de Redfield para los
nutrientes totales (NT:PT) y disueltos (NID:PRS). LD: limite de deteccion.

1 TN (T7:3 5 I ) )
Ezp' 'N;)fgo' 26+18 <LD  82+9  14+1 2327+172 78+2 66 17
NOP 19£13 <LD  <LD <D 1396+732 61+5 5217i 36 0

-N1P 20£5 <LD 82+35 112+19 4541+573 536+113 196 2+0
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INAP  21+4  <LD 50+23 14927 2773+1405 476+32 12+5 10
NIOP 15+2 <LD  58+7 126+15 3748+856 580+5 143 1+0
NP 76 19%1 °LlF <D 9998x808 62x2 oot LBt
NIP 151446 62%2 5417714 78+19 8602+1467 4223104 ‘U 168+65
NP 1254100 6540 4630+0 175434 4693%37 667%50 ‘o  80%0
+NIOP  188+73 718 5201£544 114437 560044505 442£29 o' 11955

=X 'Ne'%o' 16+6 <LD  <LD  <LD 19314488 76+3 56 14
NOP 37419 <LD 72+18 <LD 2215+282 62+2 Sfoi 33+ 10
NIP  13+5 <LD 69+10 664+4 2524+790 919+33 6+1 10
N4P 1240 <LD  65+15 68621 2712+538 897+29 6+1  1+0
NIOP 15+2 <LD 66+12 686+30 2887+510 986+46 6+0 10
#NOP 1342 22+2 5717+988 <LD 12692+ 1678 622 456%21 11%961
#NIP  119+23 57+17 5826+353 311+52 13207 +1837 773+52 3846 43+9
+N4P 127413 69+9 4676+336 343+83 10060+ 188 806+44 30+1 32+7
+NIOP  126+56 59+31 5018+ 679 247 +89 12064+228 782+57 36+2 49+13

Al inicio de los experimentos el fitoplancton se encontraba limitado potencialmente por
fosforo, de acuerdo al cociente atomico NT:PT (66 y 56, experimentos A y B,
respectivamente) (Tabla 3). En el final del experimento A, el tratamiento -N1P tuvo
mayor concentracion de NT respecto a su control (-NOP) (p<0.05). En el experimento B
solo se registraron diferencias significativas esperables entre — y +N (p<0.05) (Tabla 3).
Otro aspecto a destacar es que en el experimento B, en el que se afadid una
concentracion de saturacion de P, se obtuvo un cociente atomico NT:PT de 6 en los
tratamientos -N (Tabla 3).

La comunidad de fitoplancton vario en su biovolumen total y composicién a lo largo de
los experimentos (Tabla 4). En el experimento A, y al final de la fase exponencial, se

registraron diferencias significativas en el biovolumen total entre los tratamientos. El

(34]



factor que resulté significativo fue el P (p<0.001) ya que en los tratamientos -N como
en los +N, el biovolumen total de fitoplancton fue significativamente mayor en los
tratamientos +P con respecto al tratamiento control (OP). La contribucion relativa de
cianobacterias no mostré diferencias significativas en la fase exponencial del

experimento A (Tabla 4).

Tabla 4. Biovolumen total de fitoplancton (BV, mm®™) y proporcién de cianobacterias expresada como %
para cada tratamiento y cada experimento (Experimento A, 10 uM-Ete, y experimento B, 33 uM-Eme) en
tiempo inicial, al final de la fase exponencial y al final de los experimentos.

-NOP -N1P -N4P -N10P +NOP +N1P +N4P +N10P

Exp. BVinicio(mm®™") | 51.7+145 35.8%6.2 44.9+7.4 28.9+12.4| 45.9+7.23 46.2+15.8 61.4+17.7 37.3+6.6
A

% Cianobacterias 60.1 66.2 57.7 64.0 53.8 55.2 49.8 66.5

BV exponencial 48.9+3.8 81.5+7.2 93.2+14.8 77.1+3.1| 46.9+18.8 73.548.0 85.9+11.2 72.1+16.7

(mm3h)

% Cianobacterias 545 68.9 63.4 82.5 68.7 87.5 69.6 74.7

BV final (mm3?) 21.0+6.4 22.1+43.3 27.6+13.6 22.1+10.9| 28.1+2.9 11.4+43.7 18.1+1.2 8.22+1.91

% Cianobacterias 93.3 79.7 81.8 88.8 94.1 73.7 725 68.1
Exp. BVinicio(mm®™) | 65.0417.5 65.647.3 38.3#5.5 48.4+9.9| 41.1#9.1  43.1+9.4 43.8+2.3 56.1+9.1
B

% Cianobacterias 64.7 64.2 81.7 73.9 89.5 75.4 47.3 74.9

BV exponencial 64.3+16.6 51.3+11.1 50.6+5.7 47.9+2.6| 65.1+16.1 55.3+11.9 57.4+19.7 58.1+4.7

(mm?Ih)

% Cianobacterias 67.9 71.6 86.8 93.2 86.4 72.5 84.3 89.6

BV final (mm°3™?) 23.6+4.9 50.8+27.0 33.3+7.1 39.7+18.4| 94.7+48.4 183.9+55.4 73.2+9.9 45.4+18.4

% Cianobacterias 83.6 72.4 74.4 68.3 92.1 80.0 60.3 40.2

Para el experimento A, el biovolumen de fitoplancton fue significativamente mayor al
final de la fase exponencial con respecto al inicio en todos los tratamientos +N y —N con
adicion de P (p<0.05). En la etapa final, el BV de fitoplancton fue significativamente
mayor en los tratamientos +N y el control (+NOP) que lo registrado en los tratamientos
de 1P y 10P (p<0.05), mientras que en los tratamientos —N no se registraron diferencias
significativas. La proporcion de cianobacterias en el BV total de fitoplancton aumentd
significativamente con respecto al inicio (p<0.05), y a su vez en los tratamientos +N con

respecto a los —N (p<0.05). En el tiempo final, la proporcion de cianobacterias fue
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significativamente mayor en los tratamientos -N con respecto a los +N (p<0.05). No se
registraron diferencias significativas en la proporcion de cianobacterias en los
tratamientos -N entre los diferentes patrones de pulsos de P. De los tratamientos +N, el
control (OP) present6 una contribucion de cianobacterias al BV total significativamente

mayor a los tratamientos con adicién de P (1P, 4P y 10P).

Para el caso del experimento B, se detectaron diferencias significativas entre el BV de
los tratamientos control (OP) y en los tratamientos 1P entre — y +N al inicio del
experimento. En la condicion -N el BV de fitoplancton fue mayor que en +N (p<0.05).
La contribucion relativa de cianobacterias al inicio del experimento fue similar en todos
los tratamientos. Al final de la fase exponencial del experimento B no se detectaron
diferencias significativas en el BV de fitoplancton pero si en la proporcion de
cianobacterias, siendo el porcentaje de cianobacterias en los tratamientos con 10P
significativamente mayor al registrado en los tratamientos de 1P (p<0.05). Al final del
experimento B el BV de fitoplancton fue significativamente mayor en los tratamientos
+N con respecto a los —N (p<0.05). A su vez, en los tratamientos +N, el tratamiento 1P
fue el que registr6 mayor BV de fitoplancton con respecto a las otras condiciones de P
(4P y 10P) y al control (OP). Sin embargo, en los tratamientos +N la contribucion
relativa de cianobacterias al BV total de fitoplancton fue significativamente mayor en el

control (OP) y en el tratamiento 1P, respecto al 4 y 10P (p<0.05).

Mediante el analisis de las tasas de crecimiento de cada orden de cianobacterias se
pudieron observar diferentes respuestas frente a la misma forma de adicion de
nutrientes. En el experimento A (Fig. 9), el BV de las Nostocales crecid a tasas
similares en los tratamientos -N y +N, y dentro de los tratamientos -N las tasas de
crecimiento en la fase exponencial fueron significativamente mayores en los
tratamientos +P en comparacion con los controles (OP). Sin embargo cabe destacar que
en los controles, -NOP y +NOP se registraron picrec muy bajas pero positivas, (0.014 d*
y 0.097 d™* NOP y +NOP, respectivamente). En relacién al BV de las Oscillatoriales, el
factor significativo también fue el P. Las tasas de crecimiento en la fase exponencial
fueron significativamente mayores en los tratamientos con adicién de P en comparacion
al control (OP), independientemente de la adicién o no de N. Las Oscillatoriales
registraron pcrec negativas en los tratamientos control (-NOP y +NOP). Para los otros

dos oOrdenes, Synechoccocales y Chroococcales, no se registraron diferencias
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significativas en las pexp entre los tratamientos y controles. En los tratamientos control,
Nostocales fue el Unico grupo que presentd tasas de crecimiento en fase exponencial
positivas (p<0.05). En los tratamientos de 10P, tanto en -N como en +N, las tasas de
crecimiento de las Nostocales y las Oscillatoriales fueron similares y significativamente
méas altas que las de los otros dos grupos (Synechoccocales y Chrococcales). La
determinacion de la tasa de crecimiento en fase tardia (Utarorgen) revelé también
diferencias entre los ordenes Nostocales y Oscillatoriales. Para las Nostocales se
registraron tasas de crecimiento tardias negativas y mayores en los tratamientos +N con
respecto a los -N y a su vez con los tratamientos con adicién de P (1P, 4P y 10P) con
respecto a los controles (OP) (p<0.05). En el caso de las Oscillatoriales las ptarorgen
también fueron significativamente mayores en +N, pero en referencia al P, las tasas en
los controles -NOP y +NOP fueron positivas (0.067 d™ y 0.087 d™* respectivamente) y en
los tratamientos con adicion de P (1P, 4P y 10P) fueron negativas, pero sin diferencias
significativas entre ellas. En el tratamiento -N10P no se registraron diferencias
significativas en la ptar entre oOrdenes, pero en los tratamientos -N1P y -N4P el
biovolumen de las Nostocales fue el que decayé més rapidamente (p<0.05). En relacion
a los tratamientos con nitrégeno y con fosforo las poblaciones de las Nostocales
también son las que disminuyen su BV con mayor velocidad que el resto de los érdenes
(p<0.05).
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El anélisis de las tasas de crecimiento de los Ordenes de cianobacterias del experimento
B (Fig.10) permitio observar respuestas diferentes y mas complejas en comparacion con
el experimento A. En el experimento B, la tasa de crecimiento en la fase exponencial
(uexp) de las poblaciones de Nostocales y Chrococcales no vario significativamente
entre los tratamientos. La tasa de crecimiento de las Oscillatoriales fueron positivas en
los tratamientos +N en comparacion con los -N, que fueron negativas (p<0.05). El
analisis de comparacion entre Ordenes dentro de cada tratamiento indic que en los
tratamientos +N no hay diferencias significativas en la pexp. Sin embargo, en los
tratamientos sin nitrégeno y con 4P y 10P, las poblaciones de las Nostocales crecieron
significativamente a una velocidad mayor que el resto de los grupos (p<0.05). En la
segunda etapa del experimento (crecimiento tardio, ptar), las Nostocales exhibieron una
tasa negativa mayor en condiciones de +N y en los tratamientos con adicién de P (1P,
4P y 10P) en comparacion con el control (p<0.05). En el caso de las Chrococcales las
pendientes fueron positivas en la fase de crecimiento tardio, y significativamente
mayores en los tratamientos +N en comparacion con los —N (p<0.05). Dentro de cada
tratamiento, el -N4P fue el Gnico en el que se detectaron diferencias significativas, en el
que las poblaciones de las Nostocales exhibieron tasas negativas y las de las
Chrococcales positivas (p<0.05). En los tratamientos +N, con 1P y 4P los organismos
del grupo Chrococcales fueron el Unico grupo con una pendiente positiva y

significativamente diferente al resto de los grupos que tuvieron pendientes negativas.
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A nivel especifico se determinaron las tasas de crecimiento en fase exponencial y tardia
(uexp y ptar respectivamente) de las especies dominantes de la comunidad de

fitoplancton: Cylindrospermopsis raciborskii, Planktothrix agardhii, Aphanizomenon cf.

gracile y especies no identificadas de la familia Microcystaceae (Fig. 11).
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Figura 11. Tasas de crecimiento especificas en fase exponencial (pexpsp, d') para el
Experimento A de las cuatro especies dominantes: Aphanizomenon cf. gracile (verde),
Cylindrospermopsis raciborskii (violeta), especies de la familia Microcystaceae (azul) y
Planktothrix agardhii (naranja).

En el experimento A, la maxima tasa de crecimiento registrada para las especies
dominantes, excepto las especies agrupadas en la familia Microcystaceae, fue en los
tratamientos de 10P, que correspondié al mayor tiempo de exposiciéon al fdsforo
(p<0.05). A su vez, cabe destacar que en condiciones de deficiencia por fésforo
(tratamientos OP), C. raciborskii y A. cf. gracile exhibieron tasas de crecimiento

positivas, mientras que P. agardhii tuvo tasas negativas (p<0.001) (Fig. 11). En el
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experimento B, el efecto de la adicién de nutrientes en las tasas de crecimiento
especificas fue variable entre las especies. Sin embargo, en los tratamientos control (OP)
se registré la misma tendencia que en el experimento A donde C. raciborskii presentd

tasas de crecimiento positivas y P. agardhii negativas (Fig. 12).
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Figura 12. Tasas de crecimiento especificas en fase exponencial (pexpsp, d™?) para el
Experimento B de las cuatro especies dominantes: Aphanizomenon cf. gracile (verde),
Cylindrospermopsis raciborskii (violeta), especies de la familia Microcystaceae (azul) y
Planktothrix agardhii (naranja).

En la segunda etapa, donde se estimd la ptar.sp, se observaron diferencias significativas
entre C. raciborskii y P. agardhii en el experimento A. En los tratamientos control la
ptar de C. raciborskii fue negativa y la de P. agardhii fue positiva. En los tratamientos
con adicion de P, la ptar.sp de de C. raciborskii fue mayor que la de P. agardhii. Otro
aspecto a destacar es que las especies de la familia Microcystaceae exhibieron ptar.sp

positivas en los tratamientos +N y con adicion de P (Fig.13).
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Figura 13. Tasas de crecimiento tardias especificas (ptarsp, d™) para el Experimento A de
las cuatro especies dominantes: Aphanizomenon cf. gracile (verde), Cylindrospermopsis
raciborskii (violeta), especies de la familia Microcystaceae (azul) y Planktothrix agardhii
(naranja).

En el caso del experimento B, las especies registraron grandes variaciones en las ptar. A
diferencia del experimento A, no se observaron diferencias significativas entre las
utar.sp de C. raciborskii y P. agardhii en los tratamientos control (OP). En los
tratamientos sin -N y con adicién de P A. cf. gracile exhibié utar.sp positivas, lo que
implica un incremento de biomasa en esta segunda fase del experimento. Las especies
de la familia Microcystaceae fueron las que registraron tasas positivas mas altas en los
tratamientos +N y con adicion de P, mientras que C. raciborskii fue la especie que

disminuyo su biovolumen a una mayor velocidad (Fig. 14).
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Figura 14. Tasas de crecimiento tardias especificas (ptarsp, d™) para el Experimento B de las
cuatro especies dominantes: Aphanizomenon cf. gracile (verde), Cylindrospermopsis
raciborskii (violeta), especies de la familia Microcystaceae (azul) y Planktothrix agardhii
(naranja).

4.3.0bjetivo especifico 3. Analizar si el estado nutricional de las
cianobacterias influye en la produccién de toxinas: saxitoxinas (STX) y
microcistinas (MYC).

Saxitoxinas (STX):

Al inicio de los experimentos la concentracion de saxitoxina, [STX], por unidad de
volumen y la concentracion estandarizada por el BV de fitoplancton fue mayor en el
experimento B que en el A. A su vez, la concentracion de toxina al final del
experimento B realizado durante el periodo Eme fue mayor a la detectada al final del

experimento A (Tabla 5). En el experimento A la [STX] fue mayor al final con respecto
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al inicio del mismo en los tratamientos control (-NOP y +NOP) y en los tratamientos -
N4P y -N10P. En el caso del experimento B, la [STX] fue mayor al final con respecto al

inicio en todos los tratamientos.

Tabla 5. Concentracion de STX, [STX], determinada a partir de ELISA para el inicio y
final de cada experimento (A y B). Asimismo se indica la tasa de cambio (A) entre el final y
el inicio de ambos experimentos de la concentracion de STX estandarizada por el
biovolumen de cianobacterias totales, BV gano-

Noviembre 2013 (Exp A, Ete)
[STX] (ng mI™)

Febrero 2015 (Exp B, Eme)
A[STXI/BVeao  [STX](ngml™) A [STX]I/BVeiano

INICIO 1.06 4.34

-NOP 1.71+0.42 2.22+0.84 7.34 +0.50 3.24+£0.41
-N1P 1.03+0.11 1.45+0.32 4.95+0.47 1.30 £ 0.56
-N4P 1.07 +0.10 1.36 +0.62 4.61 +0.69 1.63+0.44
-N10P 1.16 £ 0.08 1.66 £0.75 8.14+0.25 3.00 £1.45
+NOP 1.88 +0.26 1.73+0.39 4.39 £0.47 0.57£0.20
+N1P 0.89 £0.02 2.86 £1.23 5.79+0.44 0.36 +0.14
+N4P 1.01+0.11 1.88 +0.40 6.52 +0.46 1.31 +0.37
+N10P 1.02 +0.10 5.34 +3.28 6.74 +0.64 2.16 +0.82

Para el experimento A se detectd STX en el agua en tiempo inicial ([STX]/BV iano:
41.35 ng mm™). Al final del experimento se registré un aumento de [STX]/BViano €N
todos los tratamientos. Los tratamientos en los que se registré una tasa de cambio (A
[STX]/BV.iano) significativa fueron los tratamientos +N con respecto a —N (p<0.05). De
de los tratamientos +N, la [STX] en 10P fue la que registré la mayor variacién con
respecto al inicio del experimento (p<0.05). Al inicio del experimento B la [STX] por
unidad de BV o fue de 117.54 ng mm™. Al final del experimento B ocurrié que en
todos los tratamientos se registré una mayor [STX]/BVano CON respecto al inicio, del
mismo modo que en el experimento A. Sin embargo, en los tratamientos —N del
experimento B fue donde se registrd A de toxina mayor con respecto a los +N (p<0.05).
Dentro de los tratamientos de P, el 10P, tanto en +N como en —N, fue donde se registrd
la mayor amplitud de cambio en la [STX]/BV.ao, al igual que el experimento A
(p<0.05).
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Se encontrd una relacién lineal positiva y significativa entre la concentracion de STX
con el biovolumen de C. raciborskii de ambos experimentos (R*=0.66, p<0.001) (Fig.

12).

10 ® A gracile Experimento A
® C. raciborskii Experimento A
@ C. raciborskii Experimento B

[SAX] (ng ml-1)

o.dg“ot

0 T T T T T
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Figura 12. Biovolumen méaximo de las especies potencialmente productoras de
saxitoxina, C. raciborskii y A. cf. gracile, en relacién a la concentracién de saxitoxina.
Se indica el modelo lineal, y los intervalos de confianza, ajustado Unicamente con los
datos de C. raciborskii y los intervalos de confianza.

Microcistinas (MYQC):

En ambos experimentos la concentracion de MYC, [MYC], inicial, se encontrd proxima
o por debajo del limite de deteccién (<0.3 pg 1) del método utilizado (Tabla 6). Al
final del experimento A, la [MYC] aumentd significativamente con respecto al inicio en
todos los tratamientos +N, mientras que en los tratamientos -N, salvo en el tratamiento
control, no se detecto6 MYC. Para el caso del experimento B se registrd un patron
similar al experimento A. La [MYC] al final del experimento fue mayor en los
tratamientos +N y a su vez en los tratamientos de mayor tiempo de exposicion al P,
como el 4P y el 10P, mientras que en los —N fue casi indetectable (OP) o no detectable,

excepto en el tratamiento de 10P.
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Tabla 6. Concentracién de MYC, [MYC] (ng mI™) para el inicio y final de cada experimento (A y B). El dato de
INICIO corresponde a la concentracion de toxina en el lago. Asimismo se indica la tasa de cambio (A) entre el
final y el inicio de ambos experimentos de la concentracion de MYC estandarizada por el biovolumen de

cianobacterias registrado, BV iane. Nd: No detectable (limite de deteccion: 0.3 pg I™).

Noviembre 2013 (Exp A, Ete)

Febrero 2015 (Exp B, Eme)

[MYC] (ng mI™)

A [MYC)/BV giano

[MYC] (hg mI™)

A [MYC)/BViano

INICIO 0.37
-N-P 0.39+0.15
-N1P Nd
-N4P Nd
-N10P Nd
+N-P 0.64 £0.25
+N1P 0.54 £ 0.05
+N4P 0.20+£0.35
+N10P 0.48 £ 0.05

1.48 £0.83

0

0

0
1.64 £0.52
471 +1.58
1.01+1.75
7.15+4.34

Nd
0.37 +0.08
Nd
Nd
1.08 +0.36
Nd
Nd
1.38 £0.17
1.15+0.55

4686.8 £ 995.2
0
0
11004.1 + 5537.1
0
264.6 +458.3
8132.4 +2537.2
13955.3 + 3854.7

El mayor A [MYC]/BV.amo fue registrado en el tratamiento +N10P en ambos

experimentos. En el experimento A la tasa de cambio fue significativamente mayor en

los tratamientos +N con respecto a los —N (p<0.05) y a su vez en los tratamientos de

10P (p<0,05). En el experimento B, no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos de N, pero si en los diferentes te al P, en el cual la mayor tasa de cambio se

registro en los tratamientos de 10P (p<0.05). A su vez la mayor tasa de cambio se

encontrd asociada a la méxima tasa de crecimiento de las especies que componen la

familia de las Microcystaceae (potenciales productoras de MYC) que se corresponde

con los tratamientos de mayor tiempo de exposicion al P (4P y 10P). Se encontré una

relacion significativa y positiva entre la concentracion de MYC y el biovolumen

méximo de las cianobacterias potencialmente productoras de esta toxina (R*=0.41,

p<0.001) (Fig. 13).

[47]



2,5

® Oscillatoriales y Chrococcales Experimento A
® Oscillatoriales y Chrococcales Experimento B

[MYC] (ng ml-1)

0,0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Biovolumen maximo (mm3 I-1)

Figura 13. Regresion entre el biovolumen maximo de los 6rdenes potencialmente productores
de microcistinas (Oscillatoriales y Chrococcales) y la concentracién de microcistina. Se
indica la funcion lineal ajustada y los intervalos de confianza (95%).

5. Discusion

Los resultados de esta tesis muestran que el tiempo de exposicién al fosfato juega un
papel clave para explicar la composicion y crecimiento de cianobacterias toxicas. Las
cianobacterias en general, y las especies dominantes en el lago Javier, C. raciborskii y
P. agardhii, exhibieron sus maximas tasas de crecimiento en los tratamientos con el
mayor tiempo de exposicion al fosfato testeado. Hasta el presente estudio, no se habia
experimentado con la respuesta de poblaciones naturales de C. raciborskii a pulsos de
alta frecuencia. Asimismo, mostramos que esta especie puede mantener su crecimiento
bajo condiciones de estrés nutricional severo. Por lo tanto, la concentracién de fosforo
per se no explica los cambios observados en la comunidad ni la dominancia de
determinadas especies de cianobacterias, sino la forma en que este nutriente es
suministrado al medio, debido a que influye en la tasa de crecimiento de los
organismos. A su vez, se determind que el mayor tiempo de exposicion al fosfato y la
suficiencia por N y P se correlacionaron con la sintesis de saxitoxina y de microcistina,

respectivamente, asociado a una mayor actividad metabdlica inducida en los
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organismos. Esto tiene implicancias significativas para la comprension de la dinamica
de las floraciones de cianobacterias y su toxicidad en condiciones fluctuantes y

limitantes de nutrientes.

5.1. Cianobacterias plancténicas en periodos de estratificacion

De acuerdo al biovolumen total y la estructura del fitoplancton el Lago Javier presentd
caracteristicas hipereutréficas, en acuerdo con los datos abidticos. El biovolumen del
fitoplancton del lago estuvo dominado principalmente por especies de cianobacterias a
lo largo de los tres momentos de estratificacion de verano lo que concuerda con la
primer prediccion propuesta (prediccion 1). La relacion entre la zona eufética y la zona
de mezcla siempre fue menor a 1 (0.1-0.25) lo que implicé una baja disponibilidad
luminica para el crecimiento del fitoplancton. Las cianobacterias pueden tolerar y crecer
con tasas mayores que algunos grupos eucariotas en condiciones de Zey/Znix<1, como
fue registrado anteriormente para el mismo lago (Fabre et al., 2010; Somma, 2014). Las
especies de cianobacterias que son tolerantes a baja intensidad de luz se veran
favorecidas en estas condiciones, como se demostré en un estudio realizado con mas de
900 datos de campo, donde se determiné que C. raciborskii y P. agardhii contribuian en
maés de 80 % al biovolumen de fitoplancton, con Zeu/Zmix<1 (0.68 y 0.75 para cada
especie, respectivamente) (Bonilla et al., 2012). C. raciborskii y P. agardhii son
especies tolerantes a la sombra y son las especies que aportaron mayor contribucién al
biovolumen total de la comunidad de fitoplancton en este trabajo. Varios estudios
revelan que ambas especies tienen ventajas adaptativas para crecer frente a otras
especies que componen el fitoplancton durante los periodos de estratificacion (Harris &
Baxter 1996; O"Brien et al., 2009; Bonilla et al., 2012; Burford & Davis, 2011).

La gran proporcion de cianobacterias en el biovolumen total responde a la tolerancia a
condiciones nutricionales limitantes (Isvanovics et al., 2000; Antenucci et al., 2005;
Posselt et al., 2009; Burford et al., 2011; Carey et al., 2012, Amaral et al., 2014), como
las registradas en nuestro estudio. En el muestreo de Eme y Eta, dénde la proporcion de
C. raciborskii al BV de fitoplancton fue méxima, las concentraciones de nutrientes
disueltos fueron bajas o indetectables. Su dominancia en estas condiciones podria

explicarse por la flexibilidad fenotipica y su capacidad de incorporar fosfato aun en
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concentraciones muy bajas, como fuera demostrado experimentalmente (Prentice et al.,
2015). En comparacion con otras cianobacterias (Aphanizomenon y Microcystis), C.
raciborskii presenta mayores tasas de incorporacion de fosfato y de produccion de
fosfatasas alcalinas (Wu et al., 2009), lo que puede explicar su crecimiento en ambientes
fuertemente limitados por P. C. raciborskii seria capaz de dominar el biovolumen del
fitoplancton en condiciones de deficiencia de nutrientes por la alta afinidad de sus
sistemas celulares de incorporacion de fosfato, la gran capacidad de almacenamiento del
mismo en forma de polifosfatos y de la sintesis de fosfatasas alcalinas (Isvanovics et al.,
2000; Wu et al., 2009; Burford et al., 2011; Burford et al. 2016). Asimismo, C.
raciborskii posee la capacidad de fijar N, como todas las Nostocales, lo que le otorga
otra ventaja frente a otras especies para crecer en ecosistemas con baja concentracion de

nitrégeno inorganico disuelto (NID) (Burford et al., 2011).

En este trabajo se encontré una alta proporcion de C. raciborskii en el biovolumen del
fitoplancton cuando la concentracién de PT en el ambiente fue de 60 pg I™. Si bien el
rango de PT encontrado en los tres muestreos no fue amplio, lo observado coincide con
valores que reportan otros autores. Bonilla et al (2012) encontraron que esta especie
alcanza sus mayores biomasas en lagos con PT promedio de 75 pg I* y su vez
concuerda con los rangos propuestos por Dolman et al. (2012). Amaral et al (2014)
mostraron que cepas de C. raciborskii aisladas del lago Javier (MVCC19) y otra de
EEUU (CCMP 1973), bajo condiciones de deficiencia por P, alcanzan su tasa maxima
de crecimiento a concentraciones iguales o superiores a 80 pg |I* de fosfato. La
variacion en las respuestas va a depender de la fisiologia del organismo, de las
condiciones ambientales y de la forma en la que reciben los nutrientes (Glibert &
Burkholder, 2011; O’Neil et al., 2012). Las cianobacterias presentan diferentes
respuestas frente al enriquecimiento por N y P, por lo que se deberia analizar la
respuesta de las especies cuando se evalua el efecto de los nutrientes en la estructura de
la comunidad de fitoplancton (Dolman et al., 2012), ya que las cianobacterias son un
grupo heterogéneo de organismos que tendran respuestas diferentes al incremento de

nutrientes en los ecosistemas acuaticos continentales.
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5.2. Ventajas adaptativas de las cianobacterias frente a fluctuaciones de

nutrientes

Efecto del Nitrégeno

En el experimento A no se encontraron diferencias significativas en las tasas de
crecimiento de las cianobacterias (Nostocales, Oscillatoriales y Chroococcales) entre
+N vy -N, lo que indica que no estaban limitadas por este nutriente. Diversos estudios
realizados con cultivos de especies fijadoras de N, principalmente con C. raciborskii,
encontraron que la tasa de crecimiento fue mayor en condiciones de suficiencia por N
que en deficiencia por dicho nutriente (Layzell et al., 1985; Saker & Neilan; 2001;
Kenesi et al., 2009; De Tezanos Pinto & Litchman, 2010; Willis et al., 2016). Esto se
adjudica a que el proceso de fijacion de N, es mas costoso desde el punto de vista
energético, por lo que la tasa de crecimiento serd mayor en presencia de fuentes de
nitrogeno inorganicas disueltas como amonio y nitrato (O'Neil et al., 2012). Las
floraciones de C. raciborskii en ecosistemas limitados por N se explican por su
capacidad de fijar Ny, si bien hay varios estudios que cuestionan si esta capacidad es
realmente ventajosa (Moisander et al., 2011; Wood et al., 2014). C. raciborskii seria
mas eficiente que otras cianobacterias en la captacion de NID, respondiendo como una
especie generalista con gran flexibilidad metabdlica frente a un amplio rango de
concentraciones de N (Burford et al., 2006; Moisander et al., 2011). A su vez es posible
que la concentracion de fosforo afiadida le haya otorgado la energia suficiente para el
proceso de fijacion de N, sin detrimento de disminuir su tasa de crecimiento. Se ha
demostrado para Dolichospermum flos-aquae y C. raciborskii (Nostocales) que la
fijacion de N, es mayor en condiciones de suficiencia de fésforo en comparacion a

condiciones de deficiencia (Yema et al., 2016).

Los experimentos realizados en este trabajo se hicieron con el agua del lago sin filtrar
por lo que dentro de las botellas también se encontraba el zooplancton. Estos
organismos se alimentan del fitoplancton y liberan, a través de su excrecion, nitrégeno
organico que puede ser remineralizado por la comunidad bacteriana y quedar disponible
en forma de amonio para su utilizacién por parte del fitoplancton (Sterner, 1989;
Fasham et al., 1990; Berman & Chava, 1999). Al final de los experimentos la
concentracion de NID era mayor o igual a la concentracion registrada al inicio del
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mismo. Su origen puede explicarse por la depredacion o por la senescencia de las
poblaciones. Por lo tanto, se podria asociar el aumento del nitrégeno disuelto como

resultado del reciclaje de nutrientes dentro de las botellas.

En el experimento B se detectaron diferencias significativas en el crecimiento de las
especies, principalmente las pertenecientes a los oOrdenes Oscillatoriales y
Chroococcales, posiblemente debido a las altas concentraciones de N aplicadas (528 uM
de nitrato). Las Oscillatoriales y las Chroococcales son 6rdenes constituidas por géneros
como Planktothrix y Microcystis, no fijadoras de N, por lo que dependen de las
fracciones disueltas de N para crecer. Estudios realizados con Microcystis y Oscillatoria
demuestran que en condiciones de suficiencia por N la tasa de crecimiento es
significativamente mayor en comparacién con un estado deficiente por N (Sivonen,
1990; Davis et al., 2009).

Efecto del fésforo

En el experimento A la tasa de crecimiento global del fitoplancton fue
significativamente mayor en los tratamientos con adicion de P en comparacion a los
controles, lo que evidencié limitacion por este nutriente. A su vez, el tiempo de
exposicion a este nutriente resultd en diferencias en el crecimiento. En los tratamientos
+N la tasa de crecimiento global maxima correspondi6 al mayor tiempo de exposicién
al P (10 pulsos). Este resultado sugiere que los organismos fueron capaces de modificar
sus tasas de incorporacién de fosfato para crecer, como se ha demostrado
experimentalmente en otros estudios (Aubriot et al., 2000; Aubriot et al., 2011; Aubriot
& Bonilla, 2012). A nivel fisiologico, dichas modificaciones pueden ocurrir si el tiempo
de reaccion es menor a la duracién de la disponibilidad del nutriente y se basa en la
frecuencia y en la duracion de los pulsos aplicados (Aubriot & Bonilla, 2012). Estudios
realizados en nuestro laboratorio con aislamientos de C. raciborskii demostraron que la
tasa de crecimiento aumenta cuando el fosfato es afiadido en forma de pulsos
consecutivos (Amaral et al., 2014). En el caso de P. agardhii y R. mediterranea su
respuesta flexible al patrén de pulsos de fosfato fue determinada en varios estudios
previos (Aubriot et al 2000; 2011; Aubriot & Bonilla, 2012). Otros estudios han
demostrado que el crecimiento de C. raciborskii es promovido cuando se adiciona el

fosforo de forma diaria en comparacion a otras especies (frecuencia diaria) (Posselt et
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al., 2009). En el experimento B de este trabajo, sin embargo, no se pudieron detectar
diferencias en la tasa de crecimiento en relacion a los pulsos de fésforo. En este
experimento, si bien la comunidad de fitoplancton estaba inicialmente limitada por P, la
adicion de una concentracion elevada de fosforo (33 uM) genero tiempos de exposicion
prolongados y similares entre los tratamientos con pulsos diferentes. Ademas puede
haber existido co-limitacion inicial por N y P, evidenciado por el crecimiento
exponencial de la biomasa en el tratamiento +N+P, a diferencia de los tratamientos con

adicioén de un solo nutriente.

En condiciones de deficiencia o estrés nutricional por P C. raciborskii resultd exitosa
utilizando concentraciones del nutriente casi indetectables para su crecimiento
(tratamientos control). Esto explica la dominancia de dicha especie durante la
estratificacion de verano y cuando la concentracién de nutrientes disueltos en el
epilimnion fue la mas baja registrada en los tres muestreos realizados. La dominancia de
C. raciborskii en estas condiciones posiblemente responda a la capacidad que tiene la
especie de fijar N,, de tolerar condiciones nutricionales subdptimas respecto a la
disponibilidad de fosforo y de beneficiarse de periodos de aportes del nutriente en forma
de pulsos (Bonilla et al., 2012; Burford & Davis, 2009).

Las diferencias en la respuesta del crecimiento de nuestros experimentos permitieron
explicar las estrategias ecofisioldgicas de las especies frente a las fluctuaciones de
nutrientes. En el experimento A, los organismos de los grupos dominantes Nostocales y
Oscillatoriales, exhibieron tasas de crecimiento positivas frente a la adicion de fosforo
en la fase exponencial, y a su vez, en el tratamiento de 10 pulsos (mayor tg) se
observaron las mayores tasas de crecimiento. Otros estudios presentan evidencia similar
indicando que tanto las Nostocales como las Oscillatoriales son favorecidas cuando el
fosforo es afiadido en forma de pulsos (De Nobel et al., 1997; Aubriot & Bonilla, 2012).
Este patron de fluctuacion del nutriente podria producir un acople en la utilizacion del
recurso limitante y la optimizacion del crecimiento, lo que se refleja en tasas de
crecimiento similares entre grupos fisiologica y morfoldgicamente diferentes.
Respuestas similares de organismos de los grupos Oscillatoriales y Nostocales frente a
los pulsos de P podrian explicar periodos de coexistencia de especies. En los controles
(OP), sin embargo, mientras que las Nostocales exhibieron crecimiento en fase

exponencial, las Oscillatoriales mostraron tasas negativas (disminucion de su biomasa),
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indicando tolerancias diferentes al estrés por falta de fésforo. Un estudio reciente
muestra esta misma tendencia comparando Nostocales y cianobacterias no heterociticas
en experimentos con y sin adicion de nutrientes (Aguilera et al., 2017). Nuestros
resultados remarcan la capacidad de las Nostocales de crecer utilizando concentraciones
de fosforo muy bajas (indetectables por los métodos de medicidén convencionales) en

comparacion con las Oscillatoriales.

En la fase de crecimiento tardio, en los tratamientos de suficiencia por nutrientes
(+N+P), las Nostocales decrecieron a una velocidad mayor que los otros grupos de
cianobacterias. Por el contrario los organismos del orden Oscillatoriales mostraron un
incremento en su biomasa en los controles (OP) durante la segunda etapa (tasa de
crecimiento tardia positiva). Nuestros resultados evidencian dos estrategias diferentes
sobre la utilizacion de los recursos disponibles para crecer. Las Nostocales presentaron
un crecimiento rapido en fase exponencial y posteriormente disminuyeron su
biovolumen a mayor velocidad que el resto de los grupos. Por otro lado las
Oscillatoriales crecieron mas lentamente y por lo tanto resultaron ser mas persistentes a
largo plazo. En el experimento B se pudo observar un escenario diferente. Las
Nostocales exhibieron tasas de crecimiento positivas en la fase exponencial en los
tratamientos —N, al igual que en los +N, posiblemente debido a la alta concentracion de
P que les permitiria activar el proceso de fijacion de N,. En los tratamientos —N+P se
identificé un aumento de la concentracion de NT al final del periodo de incubacion, lo
que puede ser un indicador indirecto de fijacion de N, (Yema et al., 2016). A su vez, en
los tratamientos —N y en los de mayor exposicion al P (4P y 10P) se registraron tasas de
crecimiento mayores en las Nostocales en comparacion con los otros grupos de
cianobacterias, lo que indica que un mayor tiempo de exposicion al fésforo favorecié el

uso eficiente del nutriente para optimizar su crecimiento.

En concordancia con lo observado para los grupos dominantes de cianobacterias, en la
segunda etapa de los experimentos, las mayores diferencias se registraron en los
tratamientos control. Mientras que el biovolumen de C. raciborskii disminuy6 a una
velocidad similar a los tratamientos de suficiencia, P. agardhii exhibié crecimiento
tardio, es decir que fue capaz de aumentar su biomasa en esta segunda etapa a pesar de
las bajas concentraciones de fosforo disuelto. Posiblemente debido a dichas condiciones

de estrés nutricional, la incorporacion de P ocurrio rapidamente, lo que explicaria el
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crecimiento lento a posteriori de las poblaciones de P. agardhii. Cuando existe una
limitacion por P, los sistemas de incorporacion se encuentran activos y las células se
encuentran en estado de alta afinidad por este nutriente (Prentice et al., 2015), lo que
permite que la incorporacion del fosforo disuelto sea rapido (Istvanovics et al., 2000).
Posteriormente a la incorporacion, las cianobacterias pueden reservar el fosforo
incorporado a través de la formacion de granulos de polifosfatos, donde el tamafio y la
cantidad de éstos puede tener consecuencias en la tasa de crecimiento (Aubriot et al.,
2011). Ademas, existen otros mecanismos para superar los estados de deficiencia por
fésforo de los organismos como la liberacion de fosfatasas alcalinas que hidrolizan el P
organico en el medio acuatico. Wu et al (2012) encontraron fosfatasas alcalinas en
cultivos de C. raciborskii cuando la concentracién de P fue menor a 50 pg 1™ En
nuestro trabajo, la concentracién inicial de fosforo en los controles fue baja (60 y 70 ug
I, experimentos A y B, respectivamente), por lo que es posible que el crecimiento de C.
raciborskii pudiera deberse a su capacidad de utilizar el fésforo organico presente a
través de la sintesis de fosfatasas alcalinas. Es posible hipotetizar que poblaciones de
cianobacterias en ambientes en proceso de mitigacion de la eutrofizacion sean
susceptibles al ingreso del nutriente por eventos meteoroldgicos intensos (Yang et al.

2016), lo que explicaria su persistencia en el ambiente.

Los organismos del orden Chrococcales crecieron en la segunda fase de ambos
experimentos, indicando una fase lag mucho mas larga que para los otros grupos de
cianobacterias. Diversos estudios han demostrado que el incremento de biomasa de
especies como Microcystis aeruginosa (también encontrada en nuestro estudio) esta
asociado a elevadas concentraciones tanto de N como de P en el agua (Rejmankova &
Komarkova, 2005; Harke et al., 2016). En nuestro trabajo las Chroococcales crecieron
con altas concentraciones de ambos nutrientes (+N+P). Recientemente se ha demostrado
que Microcystis es capaz de crecer frente a diferentes fuentes de fosforo (organico e
inorganico) con una fase lag de 5 dias, para posteriormente crecer a una tasa mayor en
comparacion con algas eucariotas (Ren et al., 2016). Los resultados obtenidos en
nuestros experimentos apoyan la hipotesis de que Microcystis requiere de altas
concentraciones de nutrientes para poder crecer, lo que explicaria las floraciones
persistentes de este organismo en ecosistemas acuaticos con eutrofizacion avanzada
(Saxton et al., 2012, Dolman et al. 2012).
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5.3. Sintesis de cianotoxinas

Saxitoxinas

Nuestros resultados indicaron que el tiempo de exposicion al fosforo es una variable que
influye en la concentracion de saxitoxina que producen los organismos en comunidades
naturales. Los resultados de ambos experimentos indican que el tratamiento con mayor
tiempo de exposicion al P (10P) presentd una concentracion significativa mayor de
saxitoxina por unidad de biomasa de cianobacterias lo que coincide con la prediccién
propuesta nimero 3. Estos resultados tienen implicancias en el posible papel, directo o
indirecto, de la disponibilidad de nutrientes en la sintesis de cianotoxinas, aspecto que
actualmente continua siendo foco de debate. En estudios realizados con Anabaena flos-
aquae y Nodularia spumigena se ha encontrado que la concentracién de nodularina
(cianotoxina hepatotéxica) fue mayor en un rango de 200 a 5500 pg I* de fésforo
reactivo soluble en comparacién con concentraciones menores a 50 pg 1™ (Lehtimaki et
al., 1997; Pattanaik et al., 2010), rango que abarca a las concentraciones de fosfato
utilizadas en ambos experimentos de nuestro estudio (A y B). Recientemente se ha
observado en comunidades naturales que la [STX] por unidad de biomasa es mayor en
condiciones de limitacion por nutrientes (Aguilera et al., 2017). Sin embargo, una
evidencia contradictoria con respecto al papel del fésforo se ha encontrado para la otra
toxina que puede producir C. raciborskii, cylindrospermopsina (CYN). En
experimentos realizados con comunidades naturales dominadas por Cylindrospermopsis
raciborskii, la concentracion de CYN, [CYN], aument6 con la adicion de fosfato
(Burford et al., 2014), mientras que otro estudio experimental concluye que la
produccion de cylindrospermopsina no cambia frente a la disponibilidad de fosfato
(Willis et al., 2015). A través de los experimentos realizados en este trabajo pudimos
determinar que el tiempo de exposicion al fosfato tiene méas relevancia que la
concentracion del nutriente en la concentracion de saxitoxina. Podemos hipotetizar que
la mayor sintesis de STX encontrada en el tratamiento 10P se deberia a una mayor
actividad metabolica de los organismos, manifestada en la mayor tasa de crecimiento
resultante. Debido a que los resultados de diferentes trabajos contintdan siendo
contradictorios y que existen enormes diferencias en la sintesis y estructura quimica de

cada tipo de toxina (i.e: CYN y STX), es necesario realizar mas estudios a nivel
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molecular que permitan dilucidar los mecanismos que expliquen el efecto tanto de la

concentracion de fosfato como el tiempo de exposicion al mismo en la sintesis de STX.

Se encontraron resultados contradictorios sobre el efecto que podria tener el nitrégeno
en la concentracion final de saxitoxina por unidad de biomasa, ya que fue mayor en el
tratamiento +N en el experimento A y en —N en el B. Segln los antecedentes, en
condiciones de deficiencia por nitrogeno la concentracion de cianotoxinas aumenta en
las Nostocales (Saker & Neilan, 2001; Shalev-Malul et al., 2008; Pattanaik et al., 2010).
Por el contrario, hay estudios mas recientes que plantean que la suficiencia por
nitrégeno produce un aumento en la concentracion de cianotoxinas (Willis et al., 2015;
Brentano et al., 2016). Brentano et al (2016) mostraron que un aumento de N inorganico
disuelto y de la conductividad del agua en un ambiente natural se asocid con altas
concentraciones de STX. Sin embargo, en un trabajo recientemente en nuestro
laboratorio con cultivos de Cylindrospermopsis raciborskii, pudimos determinar que la
concentracion de saxitoxinas no varia con la adicién o no de nitrato (Vico et al., 2016),
apoyando la hipotesis de que las toxinas serian metabolitos secundarios y que su
biosintesis estaria relacionada al crecimiento y no a condiciones ambientales especificas
(Stucken et al., 2014). En este sentido, nuestros resultados permiten apoyar la misma
hipdtesis ya que existid una tendencia positiva entre la [SXT] y la biomasa de C.
raciborskii, y la maxima [STX] por unidad de biomasa fue detectada en condiciones
nutricionales optimas para el crecimiento de las cianobacterias dominantes. Debido a
que los resultados de diferentes trabajos contintan siendo contradictorios y que existen
enormes diferencias en la sintesis y estructura quimica de cada tipo de toxina, es
necesario realizar mas estudios a nivel molecular que permitan dilucidar los
mecanismos que expliquen el efecto tanto de la concentracion de fosfato como el

tiempo de exposicién al mismo en la sintesis de STX.

Microcistinas

En esta tesis se pudo determinar que el tiempo de exposicion al fosforo y la alta
disponibilidad de nitrégeno son dos variables que influyen significativamente en la
concentracion de microcistinas producidas por los organismos en comunidades

naturales. Diversos experimentos establecieron relaciones positivas entre la adicion de
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nitrégeno inorganico disuelto y la produccion y concentracion de MYC (Sivonen, 1990;
Orr & Jones, 1998; Long et al., 2001). A su vez, estudios en el campo encuentran que
floraciones del género Microcystis (potencial productora de microcistina) estan
asociadas a altas concentraciones de N (Gobler et al., 2007; Davis et al., 2010). La
relacion que existe entre la disponibilidad de nitrégeno y la sintesis de MYC resulta
clave dado que la microcistina requiere de grandes cantidades de aminoacidos ricos en
nitrogeno, por lo que su sintesis depende indirectamente de la disponibilidad de este
nutriente (Gobler et al., 2016).

Algunos estudios proponen que la concentracién alta de fésforo podria promover la
sintesis de MYC (Utkilen & Gjolme, 1995). De forma consistente con esta hipotesis,
algunos trabajos reportan un mayor incremento de cepas tdxicas de Microcystis sp. con
altas concentraciones de ortofosfato en relacion con las cepas que no producen MYC
(Davis et al., 2010). En el experimento B de nuestro estudio, con adicién de una
concentracion alta de P, la tasa de cambio de microcistina por unidad de biomasa con
respecto al inicio fue de dos o tres 6rdenes de magnitud mayor que en el experimento A.
Esto se deberia al crecimiento las poblaciones de la familia Microcystaceae productoras
de microcistina. Esta familia fue la Unica que crecié en la segunda etapa del
experimento B (fase de crecimiento tardio), apoyando la hipotesis de la disponibilidad
de fosforo. Sin embargo, otros autores han encontrado un incremento en la sintesis de
microcistina cuando aumenta la densidad celular en cultivos de Microcystis aeruginosa
(Kaebernik & Neilan, 2001; Orr and Jones, 1998), indicando que la produccion de
toxinas responde a la comunicacién celular (tipo quorum sensing) en las poblaciones y
que es denso dependiente. En los experimentos realizados en este trabajo se pudo
detectar que la mayor tasa de cambio de microcistinas por unidad de biomasa estaba
asociada a la mayor tasa de crecimiento de las especies que componen la familia
Microcystaceae (potenciales productoras de MYC). Por lo tanto, las variaciones en la
disponibilidad de nutrientes tienen un efecto directo en la tasa de crecimiento, lo cual
afecta indirectamente a la concentracion de toxina (Kaebernik & Neilan, 2001; Orr and
Jones, 1998).
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Conclusiones

Las fluctuaciones de fosfato promueven el crecimiento de cianobacterias
florecedoras y la codominancia de especies. El tiempo de exposicién a este
nutriente es un factor critico que determina la tasa de crecimiento de las especies
de cianobacterias.

C. raciborskii es una especie tolerante a concentraciones bajas e indetectables de
fosfato lo que le otorga una ventaja adaptativa para poder crecer frente a otras
especies del fitoplancton. Pudimos demostrar que es una especie capaz de
optimizar su crecimiento frente a fluctuaciones del nutriente en cortos periodos
de tiempo en un escenario complejo como son las comunidades naturales de
fitoplancton.

Se determinaron estrategias antagonistas en el uso de los nutrientes entre las
Nostocales y las Oscillatoriales. Las Nostocales son capaces de explotar
condiciones favorables e incrementar su biomasa en un periodo mas corto
(pocos dias), mientras que las Oscillatoriales crecen de forma mas lenta y
sostenida en ambientes enriquecidos por nutrientes.

La concentracion de toxinas, tanto de saxitoxinas como de microcistinas, resulto
mayor en condiciones fluctuantes de fosforo. Para el caso de las microcistinas, la
concentracion de las mismas también estuvo afectada por la disponibilidad de N.
La disponibilidad de nutrientes afecta el metabolismo y a la capacidad de crecer
de las cianobacterias. Por lo tanto, en condiciones nutricionales Gptimas para el
crecimiento de cianobacterias se espera que aumente la concentracion de
toxinas.

La respuesta de las cianobacterias al enriquecimiento por nutrientes debe ser
evaluada de forma especifica debido a que son un grupo fisiol6gicamente
heterogéneo ya que responde de forma especifica a determinadas condiciones
ambientales. Esta informacion es importante para el disefio de modelos de

respuesta de las cianobacterias a la eutrofizacion.
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7. Perspectivas

Los resultados que se arrojaron en esta tesis son novedosos para el area de
conocimiento. Actualmente el estudio de los factores y las condiciones que estimulan el
crecimiento de cianobacterias es foco de debate en la comunidad cientifica. Sin
embrago es necesario continuar realizando estudios que contemplen diversas
aproximaciones metodoldgicas. Seria crucial poder realizar experimentos con
mesocosmos para acercarnos de forma mas realista a lo que ocurre en los ecosistemas.
A su vez, seria importante realizar estudios moleculares que permitan dilucidar en qué
momento de la curva de crecimiento de las cianobacterias se desencadena la expresion
de toxinas y si esa maxima expresion se relaciona directa y positivamente con la

méaxima tasa de crecimiento.
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