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1. RESUMEN

Las bacterias heterétrofas de los sistemas acuaticos marinos y continentales poseen
un rol fundamental en el ecosistema, tanto como protagonistas en los ciclos
biogeoquimicos como por su participacion en la trama tréfica planctonica, donde a
través de la interaccion con sus depredadores la materia organica es trasferida hacia
los niveles troficos superiores. En particular en los sistemas oligotréficos como los
sistemas marinos, las bacterias son los organismos mas importantes tanto en lo que
respecta a abundancia, como a su contribucién en la produccién y en la respiracion. El
bacterioplancton se encuentra regulado por una interaccién entre factores de control
que incluyen la disponibilidad de nutrientes organicos e inorganicos (control bottom
up), entre los factores de control ocasionados por la depredacién (control top-down), y
entre los efectos a causa de la lisis viral. La depredacion es considerada la principal
causa de mortalidad bacteriana en los sistemas acuaticos. La importancia relativa de
la depredacién como factor de control depende fuertemente de las condiciones
ambientales. Sistemas como el estuario Rio de la Plata resultan particularmente
interesantes para el estudio de los factores bidticos y abiéticos sobre las comunidades
microbianas, dado que presenta un fuerte gradiente en sus propiedades fisicoquimicas
y bioldgicas. Este trabajo propone evaluar las respuestas de los principales grupos
bacterianas del Rio de la Plata, ante alteraciones efectuadas en la estructura de la
trama tréfica plancténica a lo largo de su gradiente ambiental (una regién influenciada
por rio, una zona marina y una zona de mezcla ubicada entre ambas). Para ello se
realizaron tratamientos de filtracién en los cuales la muestra de agua original fue
fraccionada para eliminar diferentes fracciones de tamafio especifico de la red trofica.
La comunidad bacteriana fue evaluada luego por la técnica CARD-FISH, utilizando
sondas especificas para los grupos alfa-Proteobacteria, beta-Proteobacteria, gamma-
Proteobacteria y Bacteroidetes. La composicion de la comunidad bacteriana vario
ante los distintos cambios en la trama tréfica y ante los distintos ambientes evaluados,
sugiriendo un aprovechamiento diferencial de los recursos asi como diferentes grados
de susceptibilidad ante la depredacion por parte de los distintos grupos. Por otro lado,
las diferencias en la abundancia, la produccion bacteriana y la composicion de sus
comunidades ante las variaciones en niveles troficos superiores y en relacion a las tres
zonas del gradiente, sugiere que el balance entre los factores de control bottom-up y

top-down varia a lo largo del Rio de la Plata.



2. INTRODUCCION

2.1 Importancia ecolégica del bacterioplancton

Las bacterias cumplen un rol fundamental en los ciclos biogeoquimicos de los
elementos (C, N, P, S) al mineralizar la materia organica. Esto se da en todos los
ecosistemas del planeta, ya que dichos microorganismos son ubicuos y han logrando
colonizar inclusive ambientes con condiciones extremas para la vida. Tal es asi que
los microorganismos habitan por ejemplo profundidades marinas de hasta 4000 metros
donde la radiacién solar esta ausente, la presion es muy alta y la concentracién de
nutrientes es muy pequefia, 0 ambientes andxicos y con temperaturas extremas, como
debajo de la corteza terrestre a varios miles de metros de profundidad, géiseres y

ambientes polares (Madigan et al. 2003).

En particular, en los sistemas acuaticos marinos y continentales las bacterias son muy
abundantes, y en los sistemas oligotroficos, como el océano abierto, son los
organismos mas relevantes en cuanto a su abundancia y a su rol en diversas
funciones ecosistémicas tales como produccion y respiracion (Pomeroy et al. 2007,
Sarmento et al. 2010).

El estudio de las comunidades acuaticas bacterianas comenzé a desarrollarse recién a
comienzos de los afos setenta, debido a las limitaciones metodoldgicas en los
métodos tradicionales para la cuantificacion de las bacterias del ambiente en placas de
cultivo, ya que éstos estiman como maximo un 10% de su abundancia real (Amman et
al. 1995). El avance metodolégico en la microscopia de fluorescencia acoplada con el
desarrollo de nuevos métodos de tincion de los acidos nucleicos, reveld su elevada

abundancia en los sistemas acuaticos (Porter & Feig 1980).

A su vez, el desarrollo de métodos que permitieron medir el metabolismo bacteriano
mediante la incorporacion de sustratos marcados radioactivamente por parte de las
bacterias, y los que posibilitaron medir la respiraciéon bacteriana, demostraron que las
bacterias son responsables de casi la mitad de la fotosintesis del planeta (Pomeroy
1974), y de alrededor del 95% de la respiracion en los océanos (del Giorgio & duarte
2002).

El crecimiento y la actividad bacteriana en los sistemas acuaticos se basan
principalmente en el uso de materia organica disuelta (DOM). El DOM es la forma mas

abundante de carbono en estado reducido en los sistemas acuaticos, y uno de los



reservorios mas grandes de carbono organico del planeta, siendo equivalente al
reservorio atmosférico de CO,, por lo que tiene una importancia crucial en el ciclo de

este elemento a escala global (Hedges et al. 2000).

Las bacterias heterotrofas al aprovechar una gran proporcion de esta materia organica
disuelta, la canalizan hacia niveles tréficos superiores mediante una via denominada
“bucle microbiano” (Azam et al. 1983). Esta transferencia de biomasa esta dada por
interacciones troficas, donde las bacterias son depredadas principalmente por los
nanoflagelados, los cuales son depredados por microciliados, y éstos a su vez son
consumidos por organismos del mesozooplancton (Pomeroy et al. 2007) (Figura 1). La
importancia de esta via es tal que, en promedio y dependiendo del sistema, un 50% de
la produccion primaria es consumida directamente por las bacterias (Azam 1998).
Ademas, en ciertos sistemas acuaticos donde el crecimiento bacteriano esta también
basado en el consumo de carbono proveniente de otras fuentes, por ejemplo
compuestos organicos de origen aléctono, la produccidén bacteriana pude igualar o
inclusive superar a la produccion primaria fitoplancténica (Cole et al. 1988, Fouilland
and Mostaijir, 2010).
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Figura 1. Trama trdfica acuatica, con énfasis en el bucle microbiano. A la izquierda se
presentan los organismos autotrofos y a la derecha los heterétrofos con sus respectivas
escalas. Modificado de materiales del curso “Herramientas para el estudio de tramas troficas
microbianas”.



Con la aparicion de las herramientas moleculares principalmente basadas en el uso
del ARN ribosomal 16S como marcador filogenético, se comenzo a tener una vision de
la composicion taxondmica y patrones evolutivos de las comunidades bacterianas
(Woese 1987). La informacion filogenética generada en base a este marcador,
permitié identificar una inesperada diversidad de bacterias de las cuales la mayoria
guarda poca semejanza con la de los organismos cultivados (Giovannoni et al. 1990) y
existen phyla enteros para los cuales no se tienen representantes cultivados (Rappe
and Giovannoni, 2003). Ademas, estas herramientas posibilitaron estudiar la
distribucion de dichos organismos resultando en novedosos hallazgos, como por
ejemplo el de la presencias de las Archaeas (grupo que se creia estaba restringido a
ambientes extremos) en el mar, especialmente en las zonas profundas, donde pueden

ser muy abundantes (Fuhrman et al. 1992, Teira et al. 2004).

Si bien existe una enorme diversidad procariota, los sistemas acuaticos se
caracterizan por la predominancia numérica de unos pocos phyla bacterianos:
normalmente las Proteobacteria de las clases Alfa, Beta y Gamma, y los Bacteroidetes
(sobre todo de la clase Flavobacteria) constituyen casi la totalidad de las células
bacterianas en una amplia variedad de sistemas tales como lagos (Glockner et al.
1999), zonas marinas costeras (Eilers et al. 2001), ambientes estuarinos (Piccini et al.
2006), y océano abierto (Schattenhofer et al. 2009).

Los desarrollos metodologicos y conceptuales son por lo tanto, la base de la actual
comprension del papel clave que juegan las bacterias en el océano (Sarmento et al.
2010), relacionandose su enorme abundancia, produccién y diversidad genética y

funcional con su importancia ecoldgica.

2.2 Factores de control de las comunidades bacterianas acuaticas

A diferencia de otros componentes del plancton (ej. fitoplancton, nano- y
microzooplancton), la abundancia total de las bacterias en la columna de agua se
mantiene relativamente constante. Sin embargo, aunque la abundancia total pueda
presentar escasa variacion, las abundancias relativas de los diferentes grupos

bacterianos suelen variar considerablemente (Gasol et al. 2002).

Por lo tanto, resulta sumamente interesante conocer cuales son los mecanismos
ecolégicos implicados en la regulacion de la abundancia bacteriana, tanto a nivel

global, como de los diferentes grupos que componen estas comunidades.



La abundancia y biomasa bacteriana, su actividad y crecimiento asi como la
composicion de sus comunidades, se encuentran limitados por la disponibilidad de
nutrientes organicos e inorganicos y por los factores fisicos del ambiente (control
bottom-up), por la mortalidad debido a la depredacién (control top-down), y por la lisis

a causa de la infeccion viral (Pernthaler 2005).

La disponibilidad de nutrientes organicos e inorganicos incide sobre el
bacterioplancton principalmente condicionando sus tasas de crecimiento (Pernthaler
2005), asi como también afectando a la composicion de las comunidades, dado que
los principales grupos de bacterias acuaticas presentan diferencias en sus
preferencias hacia la materia organica disuelta. Esto fue demostrado por ejemplo en
experimentos en los cuales las bacterias fueron incubadas con sustratos marcados de
distinto peso molecular, resultando que las alfa-Proteobacteria prefieren sustratos de
bajo peso molecular tales como aminoacidos, mientras que los Bacteroidetes los
prefieren de alto peso molecular, como proteinas y quitina (Cottrell & Kirchman 2000).
También se vio que existen diferencias en base a las preferencias sobre las
concentraciones de los sustratos disponibles, encontrandose que las gamma-
Proteobacteria y ciertos miembros del filo Bacteroidetes prefieren altas
concentraciones de sustratos, mientras que determinados grupos dentro de la clase
alfa-Proteobacteria prefieren bajas concentraciones (Alonso & Pernthaler 2006 a,
Alonso & Pernthaler 2006 b).

Ademas del control llevado a cabo por estos factores quimicos sobre las comunidades
bacterianas, las caracteristicas fisicas del ambiente constituyen otro tipo de control
bottom up. La salinidad en particular, al igual que con otros organismos acuaticos,
ejerce un fuerte rol estructurante, resultando en importantes diferencias entre las
comunidades bacterianas de sistemas marinos y de agua dulce. Por ejemplo, las
beta-Proteobacteria dominan los sistemas de agua dulce en tanto que escasean en los
sistemas marinos (Glockner et al. 1999). Ademas, la salinidad incide sobre las
bacterias de distinta manera, ya que algunos grupos, como los Bacteroidetes pueden
verse afectados por su concentracién, mientras que las alfa y las Gamma-

Proteobacteria, por su composicion (Barberan & Casamayor 2010).

Por otro lado el control fop-down representado por la depredacion, efectuada
principalmente por los protistas (nano- y micro-zooplancton), y la infeccién viral, son
consideradas las principales fuentes de mortalidad microbiana. Su importancia relativa
podria depender fuertemente de las condiciones ambientales (ej. estado tréfico,

concentracion de oxigeno) (Pernthaler 2005).



Se ha postulado que la depredacion por parte de los protistas limita principalmente la
abundancia y la biomasa del bacterioplancton, mientras que los virus afectan a la
composicion de las comunidades bacterianas (Weinbauer & Rassoulzadegan 2004).
Estas diferencias en los efectos de la depredacion podrian deberse a que los protistas
pueden alimentarse de varias especies de procariotas, mientras que los virus
presentan alta especificidad por sus huéspedes (Pernthaler 2005). Sin embargo, existe
evidencia creciente de que determinados grupos de protistas, en particular los
flagelados, tienen preferencias hacia ciertas especies de bacterias (Beardsley et al.
2003), morfologias celulares (Gonzales et al. 1990), o tamafos celulares especificos
(Jurgens et al. 1999). Por ejemplo, en experimentos en los cuales se removi6é a los
depredadores de los protistas (mesozooplancton), se vio que las células bacterianas
formaron estructuras de resistencia ante la alta presién de la depredacion, como
filamentos y células alargadas, ademas de que las comunidades bacterianas pasaron
a estar dominadas por un grupo especifico, miembro de la clase alfa-Proteobacteria
(JUrgens et al. 1999).

Estos resultados demuestran como la presion por la depredacion se ve reflejada no
sélo en la abundancia bacteriana, sino también a nivel de cambios morfoldgicos y de
composicion de sus comunidades, constituyendo por lo general los efectos mas

importantes (Z6llner et al. 2003).

Existen indicaciones de que el balance entre los factores de control bottom-up y top-
down estaria relacionado con la productividad global del sistema, tanto para las tramas

troficas microbianas marinas como de agua dulce (Pace & Cole 1994).

Empiricamente se ha observado que la relacion entre flagelados y bacterias es mayor
en sistemas oligotréficos, mientras que en los eutréficos dicha relacion disminuye.
Gasol (1994) postulé un modelo que refleja este desacople entre los flagelados y las
bacterias en los sistemas eutréficos (Figura 2). En dicho modelo se establece que en
los sistemas oligotréficos el control de la depredacion ejercido por los flagelados sobre
las bacterias es muy fuerte, en tanto que en los sistemas eutroéficos, esta presién se
relaja, postulandose asi que el principal factor en limitar el crecimiento de las bacterias
en los ambientes mas productivo seria la competencia por los nutrientes, mientras que
en los menos productivos lo haria principalmente la presién de la depredacién (Gasol
et al. 2002).
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Figura 2. Modelo propuesto por Gasol respecto a la depredacién como factor de control
bacteriano. Dicho modelo explica la importancia relativa de la depredacion bacteriana por HNFs
(nanoflagelados heterétrofos) en condiciones oligotréficas y eutréficas. La abundancia
bacteriana tiende a aumentar mas abruptamente que la abundancia de sus depredadores a
medida que aumenta el estado tréfico del sistema (a diferencia del modelo tedrico), por lo que
el acople depredador-presa disminuye. Las bacterias se ven por lo tanto mas controladas por la
limitacion de los nutrientes en los sistemas eutréficos, mientras que en los sistemas
oligotroficos se encuentran limitadas por la depredacion. La distancia entre las dos lineas de la
figura refleja dicho grado de desacople entre el maximo tedrico de abundancia y entre la
abundancia observada entre los HNFs y las bacterias. Modificada de Pernthaler 2005.

El balance entre los mecanismos bottom-up y top-down aun esta en discusién, asi
como también las condiciones ambientales que favorecen uno y otro. A modo de
ejemplo, existe evidencia de que en los sistemas mas productivos otros grupos de
protistas -los ciliados- podrian ser los principales controladores de la abundancia
bacteriana (Zingel et al. 2007). Por otra parte, existe también evidencia de que en los
sistemas mas productivos, los virus podrian tener una mayor importancia como
factores de mortalidad y los metazoos podrian ejercer control sobre las bacterias
(Gasol et al. 2002).

La complejidad de los factores interactuando, hace que aun no se haya llegado a
ninguna conclusiéon definitiva en este tema, por lo que es necesario avanzar en la
generacion de informacion, en especial analizando sistemas particularmente idéneos

para la experimentacion.
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2.3 Estuario Rio de la Plata y su comunidad microbiana

Un escenario ideal para intentar comprender como actuan los distintos factores de
control sobre el bacterioplancton, son los estuarios, ya que se caracterizan por fuertes
gradientes en sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas. Estas caracteristicas
permiten evaluar en un unico sistema la influencia de las variaciones fisicoquimicas y
biologicas sobre: i) la diversidad y actividad bacteriana, ii) la distribucion de los
distintos grupos bacterianos vy iii) las interacciones de éstos con los diferentes

componentes del plancton.

El estuario Rio de la Plata esta ubicado en la costa este de Sudamérica, cubre un area
de 38.800 km? una longitud de 200 km y drena la segunda cuenca mas grande de
América del Sur, en la cual el principal aporte de agua esta dado por la confluencia de
los rios Parana y Uruguay. Ademas, el Rio de la Plata constituye la principal fuente de

agua dulce en el Océano Atlantico Sur.

Este sistema se caracteriza por presentar un marcado gradiente ambiental con
interacciones dinamicas entre sus componentes dulceacuicolas y marinos (Lépez
Laborde 1998). Diversas actividades humanas dependen del Rio de la Plata, en primer
lugar, su alta productividad permite mantener una valiosa pesca comercial asi como
también sostener la navegacion hacia y desde varios puertos importantes, recreacion y
turismo (Kurucz et al. 1998). A su vez, el Rio de la Plata es un sistema de importancia
global, por ejemplo por su rol en el ciclo del carbono (Feely et al. 2001), como en su
presumible actuacion como punto de quiebre en la distribucion latitudinal de diferentes

organismos acuaticos (Garcia, G. com. pers.)

La comunidad bacteriana en el estuario Rio de la Plata presenta importantes
diferencias en cuanto a su abundancia y composicion a lo largo del gradiente
ambiental, comprendido entre la zona dulceacuicola (region interna del estuario) y
entre la zona con una mayor influencia oceanica (region externa). En el primer estudio
de las comunidades bacterianas en este sistema, se determind que los factores
estructurantes de mayor importancia para la diversidad bacteriana son la salinidad y la
temperatura (Alonso et al. 2010). Los resultados obtenidos guardan relacién con lo
observado en otros sistemas estuarinos para los cuales se observan patrones como la

dominancia de las Betaproteobacteria y Actinobacteria en la zona dulce, Bacteroidetes
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en la zona mezcla y Gammaproteobacteria en la zona marina (Cottrell & Kirchman
2003, Zhang et al. 2006, Bouvier & del Giorgio, 2002).

Un aspecto aun no explorado para este sistema es evaluar el papel que juegan las
interacciones con otros componentes del plancton sobre la estructura de la comunidad

bacteriana a lo largo de este gradiente ambiental.

2.4 Aproximaciones metodolégicas para el estudio de los factores de regulacién
sobre el bacterioplancton

El estudio de los factores de regulacion de las bacterias acuaticas es posible mediante
una serie de experimentos en los cuales se intenta determinar como un tipo de control

especifico actua sobre éstas.

Para estimar los efectos ejercidos por los mecanismos de control top-down, se han
desarrollado experimentos con el objetivo de modificar la estructura de la red tréfica
acuatica fraccionando por tamafo la muestra original, de manera que se remueve
una fraccion de tamano especifica (Vaque et al. 1994). También, dado que la
abundancia de los depredadores bacterianos es casi un orden de magnitud menor a la
de sus presas, es posible reducir o eliminar la presién ejercida por la depredacién

sobre las bacterias diluyendo la muestra original (Gonzalez 1999).

Por otro lado, los efectos ejercidos por los factores de control bottom-up, se pueden
evaluar realizando experimentos en los cuales se adicionan nutrientes a las muestras
de agua, por ejemplo fosforo; asi como experimentos en los cuales las muestras son
incubadas en bolsas de dialisis y se trasplantan a otro medio el cual difiere del original
en su disponibilidad de nutrientes (Simek et al. 2003). Las bolsas de dialisis estan
disefiadas para permitir el libre intercambio de solutos organicos e inorganicos con el

medio acuatico.

Una vez realizado el experimento adecuado, se realiza un seguimiento sobre las
respuestas de la comunidad bacteriana, evaluando por ejemplo su actividad, su

abundancia y su composicion.

La determinacion de la actividad bacteriana se suele llevar a cabo midiendo su

produccién o su respiracion. Esto es posible determinando la incorporacion de

12



sustratos marcados para el caso de la produccion, o a través de la aplicacion de
moléculas indicadoras de actividad del sistema de transporte de electrones para

estimar la respiracion bacteriana (Rodriguez et al. 1992).

La abundancia bacteriana se puede estimar aplicando la tincion con DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) (Porter & Feig 1980), el cual es un fluoréforo que se une al
ADN de manera que permite contar las bacterias totales de una muestra al
microscopio de fluorescencia. También es posible determinar la abundancia bacteriana
mediante citometria de flujo, luego de aplicar una tincién para acidos nucleicos (Fuchs
1998).

Por ultimo, la evaluacién cuali y cuantitativa de la composicion de las comunidades
bacterianas puede llevarse a cabo mediante la hibridacién con sondas fluorescentes
(FISH) (Amann et al. 1990). La misma se basa en el empleo de sondas de
oligonucledtidos fluorescentes especificas hacia secuencias blanco presentes en el
ARN ribosomal bacteriano, de manera que se realiza una hibridacién entre la sonda y
los ribosomas de las bacterias. De esta forma, los grupos diana aparecen tefiidos con
un fluorocromo (ej. verde o rojo) y es posible contar el numero de células en

referencia al numero total de bacterias obtenido de la tincién con DAPI (Figura 3).

El FISH es la unica técnica disponible que posibilita una adecuada cuantificacién de
los distintos grupos bacterianos, ya que es independiente de los sesgos asociados a la
amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la ADN-polimerasa) (Suzuki &
Giovannoni 1996). De este modo, permite obtener una idea general de cémo esta
compuesta la comunidad bacteriana y de detectar por ejemplo los principales cambios

debido a modificaciones en las condiciones bidticas y abidticas.
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Figura 3. Hibridaciéon con sondas fluorescentes (CARD-FISH). A la izquierda se observa una muestra de
agua proveniente del Rio de la Plata tefiida con DAPI y excitada con luz UV para lograr su visualizacion.
Dicho colorante se une al ADN por lo que la totalidad de las células son tenidas. A la derecha se observa
la misma muestra pero con luz azul, la cual excita al fluéroforo asociado a la sonda de las células
hibridadas, que para este ejemplo fue especifica para el grupo de las gamma-Proteobacteria.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVO

Dado que en trabajos previos se han observado diferencias en la abundancia,
actividad y composicion de las comunidades microbianas en el gradiente ambiental del

Rio de la Plata, se postula que:

1) Estas diferencias responden a la interaccion del bacterioplancton con otros

componentes de la trama tréfica plancténica.

2) El resultado de dicha interaccién estd afectado por las caracteristicas del
ambiente como la salinidad, temperatura, concentracion de materia organica y

nutrientes.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la respuesta de la comunidad bacteriana
frente a cambios en la estructura de la trama tréfica a lo largo del gradiente ambiental
en el Rio de la Plata (una regién limnica, una zona marina y una zona de mezcla

ubicada entre ambas).
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Es de esperar que los distintos grupos bacterianos evaluados respondan de distinta
forma ante las modificaciones en la trama trofica, debido a las posibles diferencias en

las presiones de depredacion sobre las diferentes poblaciones bacterianas.

A su vez las diferencias ambientales en el area de estudio podrian modificar las
presiones de depredacion, por lo que se espera diferentes respuestas dadas para un

mismo grupo a lo largo del transecto.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestreo y disefio experimental

Durante una campania realizada en mayo del 2009, se tomaron muestras de agua
superficial en distintas estaciones sobre un transecto de 150 km en el Rio de la Plata.
Las estaciones de muestreo fueron determinadas basandose en caracteristicas
hidrolégicas del sistema (temperatura y salinidad), incluyendo tres regiones
representativas del gradiente ambiental. Una de ellas, la regién interna y media del rio,
esta mayoritariamente influenciada por agua dulce y estuarina dado que es la porcién
mas cercana a la desembocadura del Rio Uruguay. La segunda estacién, la region
externa, posee una mayor salinidad debido a que es la porcion mas cercana al
Océano Atlantico, denominandose region marina. Por ultimo, quedando entre ambas
regiones se destaca una zona de mezcla, donde fue realizado el tercer muestreo
(Figura 4).

Las muestras de agua tomadas en cada zona fueron sometidas a un experimento que
implicé la remocién por filtracion secuencial de distintos integrantes de la trama tréfica
plancténica, en base a su tamafo. Para ello se realizaron una serie de tratamientos
utilizando filtros con diferentes tamaros de poro como se describe en la tabla 1. En el
tratamiento A (filtro de 1.2 um), se pretendié remover a todos los niveles tréficos
superiores al bacteriano, para evaluar la respuesta bacteriana en ausencia de
depredadores. En el B, se filir6 por 10 um eliminando a todos los organismos
superiores a dicho tamano, con el fin de evaluar al bacterioplancton en presencia de
sus depredadores mas pequenfos, los flagelados (nanoplancton). Por otro lado, en el
tratamiento C se utilizé un filtro de 100 um, pretendiendo evaluar la respuesta
bacteriana en presencia de los flagelados y de sus depredadores superiores, los

ciliados (microplancton).
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Figura 4.Transecto del Rio de la Plata. Las estaciones 1 a 3 corresponden a la region interna
y media limnica, las estaciones 4 a 6 a la zona de mezcla, y de la estacién 7 ala 11 a la
region externa marina. El experimento fue realizado para muestras de agua pertenecientes a
las estaciones 1, 5y 11 como se sefiala en la figura.

Los tratamientos A, B, C, D y K fueron realizados de la misma forma para las tres
regiones del gradiente ambiental, en la region marina se efectuaron ademas los
tratamientos E y F. Estos dos ultimos tratamientos junto al D, implicaron un primer
paso en el cual la muestra de agua se filtré6 por un filtro de 100 ym, con el fin de
remover al mesozooplancton y luego las muestras fueron incubadas con diferentes
componentes del mesozooplancton: copépodos (Acartia spp), noctilucas (Noctiluca
scintillans) y cladéceros (Penilia spp) para los tratamientos D, E y F respectivamente.

El tratamiento que incluyd a los copépodos (tratamiento D), fue realizado en las tres
zonas del gradiente ambiental evaluadas, los tratamientos E y F en cambio, se
realizaron uUnicamente en la zona marina. Estos ultimos, tuvieron como objetivo
detectar posibles cambios en las respuestas bacterianas, asociadas a variaciones en
la composicién del mesozooplancton (organismos representativos del mayor nivel
trofico considerado en el experimento). La eleccién de dichos organismos dentro de
los tres grupos implicados, fue en base a que constituyeron los mas abundantes en las

muestras de agua del experimento.
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Tabla 1. Diferentes tratamientos efectuados en el experimento. Se detalla el tamafo del poro
del filtro implicado en cada tratamiento y la estructura de la red tréfica esperada como
consecuencia de la filtracion.

TRATAMIENTO RESULTADO

A Agua filtrada por 1.2 ym Bacterias
B Agua filtrada por 10 ym Bacterias y flagelados
Cc Agua filtrada por 100 ym Bacterias, flagelados y ciliados

Agua filtrada por 100 um + copépodos Bacterias, flagelados, ciliados y
D (Acartia spp.) copépodos

Agua filtrada por 100 ym + noctilucas Bacterias, flagelados, ciliados y
E (Noctiluca scintillans) noctilucas

Agua filtrada por 100 pm + claddceros Bacterias, flagelados, ciliados y
F (Penilia spp.) claddceros
K Agua sin filtrar Control sin modificar

Dado que los copépodos (Acartia spp.) son omnivoros, su variada dieta incluye tanto
presas autétrofas como heterétrofas (Rollwagen & Penry 2003). Tradicionalmente se
considerd unicamente la ingesta de fitoplancton por parte de estos organismos, sin
embargo luego del hallazgo de los protistas como integrantes de la red trofica
planctonica, se reveld que los copépodos se alimentan de estos e inclusive se ha
demostrado experimentalmente que en algunas ocasiones prefieren la ingesta de

protistas (en especial ciliados) que de fitoplancton (Stoecker & Egloff 1987).

Las noctilucas (Noctiluca scintillans, incluidas en el tratamiento E), son dinoflagelados
heterétrofos, constituyen uno de los componentes mas abundantes del plancton y se
encuentran ampliamente distribuidos, tanto en sistemas dulceacuicolas como marinos
(Fonda-Umani et al., 2004). Su principal fuente de alimento es el fitoplancton, aunque
su dieta puede ser muy amplia e incluir protistas, huevos de copépodos y peces,
zooplancton (en especial copépodos), larvas (Nakamura 1998) y posiblemente
bacterias (Kirchner et al., 1996). Es posible que la ingesta de bacterias tenga un

impacto sobre su abundancia en la columna de agua (Kirchner et al., 1996).
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Por dltimo el género Penilia (considerado en el tratamiento F), es el Unico
representante del suborden Cladécera abundante en el mar y se alimenta
exclusivamente de particulas pequefias. Los cladoceros son mas abundantes en
sistemas duceacuicolas y en sistemas mas productivos que en los ambientes
marinos. Es posible que estos organismos repercutan sobre el bacterioplancton de
manera indirecta a través de la trama trofica mediante la ingesta de nanoflagelados
(Katechakis et al., 2002).

Todos los tratamientos fueron realizados por triplicado y en volumenes de un litro a
partir de las muestras iniciales de agua. Las muestras con dichos tratamientos se

incubaron durante 48 horas, en oscuridad y a temperatura in situ.

Pasado el tiempo de incubacion, se fijaron las muestras con paraformaldehido
(concentracion final 2%). Posteriormente, se filtraron alicuotas de 10 ml de muestra en
filtros de policarbonato con un tamano de poro de 0.2 um. Estos filtros se guardaron a

-20°C hasta su posterior uso en el laboratorio.

4.2 Hibridacion in situ con sondas fluorescentes (CARD-FISH)

Para la evaluacién de la composicion de las comunidades bacterianas de muestras
provenientes de ambientes acuaticos, la aplicacion de la técnica FISH original (Amann
1990) detallada previamente ha sido modificada. Las bacterias acuaticas, en
comparacion con sus contrapartes de sistemas mas ricos, estan estresadas y son muy
pequenas, con pocos ribosomas por célula, hecho que dificulta detectar la hibridacion
entre la sonda fluorescente y la secuencia de la célula diana (Pernthaler et al. 2002).
Debido a esto, la metodologia de aplicacion estandar para sistemas acuaticos difiere
de la original en que la sonda no esta unida directamente a un fluorocromo, sino que
esta acoplada a la enzima peroxidasa revelandose su hibridacion mediante la adicion
de un sustrato fluorescente para la peroxidasa. Esta técnica es denominada CARD-
FISH (Catalyzed Reporter Deposition- Fluorescence In Situ Hybridization) y permite
amplificar la sefal de las células hibridadas, facilitando su visualizacion al microscopio

de fluorescencia (Pernthaler et al 2002).

En este trabajo, la técnica de CARD-FISH fue utilizada para la cuantificacion de los
distintos grupos bacterianos en los distintos tratamientos, aplicando el protocolo

estandar de CARDFISH para muestras de agua (Pernthaler 2002) a partir de los filtros
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de policarbonato con un tamafio de poro de 0.2 micras (detallado a continuacién). Las
evaluaciones se realizaron para cada réplica de los tratamientos realizados, utilizando

sondas dirigidas a los principales grupos bacterianos acuaticos (Tabla 2).

Tabla 2. Sondas utilizadas en la hibridacion con sus correspondientes porcentajes de
formamida y volimenes de NaCl (Gléckner et al, 1999).

M5 M NaCl en
Secuencia (5-3") Sitio 50 ml
% de buffer de
Sonda  Especificidad de sonda diana formamida lavado
ALF968 AlfaProteobacteria GGTAAGGTTCTGCGCGTT 16S 40 270
BET42a BetaProteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT 23S 55 30
GAM42a GammaProteobacteria GCCTTCCCACATCGTTT 23S 55 30
CF319a Bacteroidetes TGGTCCGTGTCTCAGTAC 16S 55 30

Permeabilizacion de células e inactivacion de peroxidasas endégenas. Los filtros
fueron lavados con PBS y posteriormente sumergidos en agarosa 0.1%. Luego fueron
incubados en una placa de Petri con 1 ml de una solucién con lisozima por filtro (10
mg/ml en 100 ul de Tris 1M, 100 yl EDTA O,5M y 800 ul de agua milli-Q), durante 60
min a 37°C, con el fin de permeabilizar a las células bacterianas presentes en el filtro.
La lisozima permeabiliza a las células ya que actua sobre la pared celular permitiendo
asi el ingreso de la sonda a la célula y su posterior hibridacién con el ADN. Luego, los
filtros se enjuagaron con agua MilliQ y fueron tratados con 1 ml de HCL 0,01M durante
10 minutos a temperatura ambiente en una placa de Petri, con el objetivo de eliminar
la peroxidasa endogena de las células bacterianas. Finalmente los filtros se

enjuagaron nuevamente con agua MilliQ.

Hibridacién. Cada filtro fue fragmentado en secciones de 5 mm aproximadamente, las
cuales se colocaron en portaobjetos de vidrio y se cubrieron con 400 pl de un buffer de
hibridacion (0,9 M NaCl, 20 mM HCI [Ph 7,5], 10% dextran sulfato, 0,02% SDS, 40% o
55% de formamida, 1% reactivo bloqueante) mas 2 ul de solucién stock que contiene
la sonda correspondiente para cada hibridacion. El buffer de hibridaciéon contiene
formamida como agente desnaturalizante a una concentracion especifica segun la
sonda utilizada (tabla 2). La incubacion con dicho buffer fue por 2 hrs a 35°C.

Terminado el tiempo de incubacion, se preparé 50 ml de un buffer de lavado (5 M NaCl

el volumen dependié de la concentracion de formamida en el buffer de hibirdacion
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(tabla 2), 1 ml 1M Tris HCI, 0,5 M EDTA, 50 ml de agua y 50 ul de 10% SDS), y se lo
dejo reposar a 37°C durante 15 min. El buffer de lavado se utilizd para remover el
buffer de hibridacién presente en los filtros, por lo que los mismos fueron lavados con
dicho buffer a 37°C durante 15 min. Finalmente, los filtros se sumergieron en PBS 1X

a temperatura ambiente por 15 minutos.

Ampilificaciéon de la seial. Para revelar la hibridacién en su sitio blanco de la sonda
acoplada a la enzima peroxidasa, se utilizé una solucién que le aportd un sustrato
fluorescente a dicha enzima. Para esto, los filtros fueron incubados 15 min a 37°C y
en oscuridad con una solucion compuesta por: 989 pl de buffer de amplificacion,
solucion de agua oxigenada (200 ul PBS y 1 yl agua oxigenada) y 1ul de sustrato
fluorescente (FITC). Luego de esto, los filtros se sumergieron en PBS durante 15 min a
37°C en oscuridad, se los enjuagé con agua MilliQ y se los dejo secar en oscuridad.
Posteriormente, los filtros se tiferon con una solucién de DAPI 1 ug/ml durante 3
minutos en oscuridad y se enjuagaron con agua MilliQ. Finalmente, habiéndose
secado los filtros, se los montd sobre un portaobjetos utilizando una mezcla 5:1:1 de

Citifluor:Vectashield:PBS, para su posterior evaluacion al microscopio.

4.3 Evaluacion al microscopio de epifluorescencia

Los filtros hibridados fueron evaluados en un microscopio de epifluorescencia
(Olympus 1X81), con el objetivo de registrar las bacterias presentes en las distintas
zonas del gradiente, en los respectivos tratamientos y con las distintas hibridaciones
realizadas para cada grupo bacteriano evaluado. Se evaluaron un total de 183
muestras. El recuento fue manual y se llevd a cabo mediante la excitacion en primer
lugar, con luz UV del fluoréforo DAPI, el cual emite luz azul y como se une al ADN
revela la totalidad de las bacterias. En segundo lugar, los filtros fueron analizados
irradiandolos con luz azul, para excitar al fluéroforo asociado a la sonda de las células
hibridadas, visualizando asi a los grupos bacterianos hibridados.

Se contaron 1000 células marcadas con DAPI por seccién del filtro, de las cuales se
registré6 también la cantidad de esas mismas células que estaban hibridadas con la

sonda.

20



4.4 Incorporacién y analisis de datos de produccién bacteriana

Para la misma serie de experimentos se llevo a cabo la estimacion de la produccion
bacteriana en cada tratamiento realizado, aplicando el protocolo de Kirchman (2001)
(C. Alonso, datos no publicados). Brevemente, se realizaron incubaciones de las
muestras de agua con leucina radioactiva (10nM) y una vez finalizada la incubacion (1
h en oscuridad a temperatura in situ) se fij6 la muestra con formaldehido (3%).
Posteriormente, fueron tratadas con acido tricloroacético frio (TCA 5%) para proceder
a la precipitacion de las proteinas, y se midi6 la radioactividad presente en las mismas
con un contador de centelleo liquido Beckman LS5000TD. A partir de estos datos se
calculd la produccion de biomasa bacteriana segun Simon & Azam (1989). Estos datos
fueron incorporados y analizados en el presente trabajo, de modo de integrar los tres
aspectos fundamentales de la respuesta de las comunidades bacterianas frente a

cambios en las condiciones ambientales.

4.5 Analisis estadisticos

La evaluacion estadistica se realizé aplicando un ANOVA multifactorial y se llevd a
cabo el test Tukey para las comparaciones post hoc. Los datos fueron transformados
utilizando la funcién logaritmo en base 10 para lograr su normalizacion. El software
utilizado fue STATISTICA 7.

5. RESULTADOS

5.1 Consideraciones metodolégicas.

Como se explicd previamente, mediante el microscopio de fluorescencia se conté la
cantidad de bacterias de cada grupo (hibridadas con sus correspondientes sondas)
respecto a la abundancia total (marcadas con DAPI). El procedimiento mas
ampliamente utilizado para determinar la abundancia de estos grupos (tipicamente
expresada en células por mililitro) es en base al porcentaje que representan de los
recuentos totales de DAPI (Pernthaler et al. 2001).
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En el presente trabajo, el conteo de las células tefidas con DAPI present6 dificultades
en la identificacion de las células bacterianas para ciertas muestras (Figura 5). En
consecuencia, frecuentemente se obtuvo una subestimacion de los recuentos totales,
evidenciandose al sumar los porcentajes de abundancia de los principales grupos
bacterianos y observar que sumaban mas del 100% de los recuentos con DAPI. Este

problema fue observado principalmente en la zona limnica (Figura 6).

Figura 5. Foto de una muestra correspondiente a una réplica del tratamiento C para la zona
limnica tefida con DAPI.
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Figura 6. Porcentajes de los principales grupos bacterianos en la zona limnica para los
distintos tratamientos. Obsérvese que la suma de los porcentajes superé al 100% en todos los
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tratamientos. ALF968: alfa-Proteobacteria, BET42a: beta-Proteobacteria, GAM42a: gamma-
Proteobacteria, CF319a: Bacteroidetes.

Las posibles razones para explicar las dificultades en la estimacion precisa del niumero
total de bacterias por DAPI incluyen: i) la tincién inespecifica de particulas organicas,
muy frecuentes en las muestras provenientes de la zona limnica, ii) elevada exposicion
a la luz durante el recuento, que causa el “bleaching” (decoloracion) del DAPI. Ambos
factores tienen el efecto de dificultar la diferenciacion de las células bacterianas de la
matriz, en especial cuando ésta posee un alto contenido de materia organica (Mostajir
et al. 1995).

Debido a las dificultades encontradas en establecer el numero total de células
bacterianas, para la estimacion de la abundancia de los grupos particulares se siguio
el protocolo propuesto por Gomez-Pereira et al. (2010). Brevemente, en campos
seleccionados al azar se realizaron los recuentos de los grupos hibridados con cada
sonda, y se estimd su densidad en la muestra en base al tamafio y numero de campos
contados, al tamano del filtro y al volumen de muestra filtrado, utilizando la siguiente

féormula:

Sonda / ml = (area total del filtro) (células contadas por filtro) / (area contada del filtro)

(volumen de muestra filtrado)

En donde el area total del filtro se calculé considerando el radio interno de la columna
de filtracion (18500 um), el area contada del filtro se calculé como la cantidad de
campos contados por filtro multiplicado por el area de la grilla utilizada en el
microscopio (1000 um?) para definir el campo. El volumen de muestra filtrado fue de
10 ml.

En base a estudios previos realizados en el Rio de la Plata (Alonso et al. 2010), y a lo
esperable en general para sistemas estuarinos (Cottrell and Kirchman 2003, Zhang et
al. 2006, Piccini et al. 2006), es posible asumir que los grupos aqui analizados
constituyen la gran mayoria de las células bacterianas presentes en este sistema y
cuantificables por microscopia. En base a ello, a efectos de la presentacion y discusion
de resultados, la abundancia total bacteriana fue estimada como la suma de las

abundancias de estos grupos principales en lugar de su estimacién mediante el DAPI.
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5.2 Abundancia bacteriana para los distintos tratamientos y en los
diferentes ambientes

Al analizar los resultados de abundancia bacteriana, se observa que las comunidades
de los diferentes ambientes respondieron de distinta manera (Figura 7). Considerando
la abundancia en el control (tratamiento K), la region marina presenté un valor
significativamente mayor respecto a las demas regiones (gl=2, F=5.017 p<0.05).

La abundancia maxima se observd en la regidon de mezcla, mientras que la minima se

dio en la region limnica (Figura 7).

Ademas, los patrones de variacion en los distintos tratamientos fueron diferentes en
las tres zonas del gradiente (Figura 7). Para un mismo tratamiento, la abundancia

bacteriana vario significativamente en los distintos ambientes (gl=8 F=5.97 p<0.01).

En la zona limnica hubo un aumento significativo en la abundancia de la comunidad
bacteriana en el tratamiento A (bacterias en ausencia de depredadores), respecto al C,
al Dy al K (gl=4 F=6.481 p<0.05) (Figura 7.1). La abundancia registrada en este
tratamiento fue el doble con respecto a los tratamientos C y D, y el triple respecto al
control (tratamiento K). Las abundancias observadas en el resto de los tratamientos no
tuvieron diferencias significativas entre si, aunque se observé una leve tendencia

decreciente desde el tratamiento B hacia el control (Figura7.1).

En la zona de mezcla, los valores de abundancia en los tratamientos A y B fueron
significativamente mas altos que para el resto de los tratamientos, incluyendo el
control (gl=4 F=20.50 p<0.01) (Figura 7.2). En especial el tratamiento B (bacterias en
presencia de sus depredadores de menor tamafo) tuvo la mayor abundancia,
aumentando el triple respecto a los tratamientos C y D y fue cuatro veces mayor
respecto al control. Las abundancias en los tratamientos C y D no difirieron
significativamente entre si, ni entre las abundancias de los tratamientos C y K, al igual
que lo observado en la zona limnica, aunque la abundancia en el tratamiento D fue

significativamente mayor a la del control (Figura 7.2).
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Figura 7. Abundancia bacteriana para los distintos tratamientos en las distintas regiones. A:
muestra filtrada por 1.2 ym; B: muestra filtrada por 10 ym; C: muestra filtrada por 100 ym; D:
muestra con un nimero conocido de copépodos luego de filtrarla por 100 um; K: control. Las
diferentes letras en minuscula (a, b y c) indican diferencias significativas entre las abundancias
de los tratamientos para una misma zona (p<0.05) dadas por el test de Tukey.
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Por ultimo, en la regién marina, se observa una respuesta diferente a la observada en
las demas regiones. La abundancia en el tratamiento A, fue significativamente menor
a la del control (F=2.797 p<0.05), disminuyendo respecto a éste por un factor de 1.5
(Figura 7.3). En los demas tratamientos se observan variaciones no significativas

entre si, con valores similares al control (Figura 7.3).

En la figura 8 se resumen las abundancias bacterianas en respuesta a los distintos
tratamientos efectuados, indicando sus aumentos y descensos respecto al control
(tratamiento K). Como puede observarse, salvo en la regidon marina, la eliminacién total
de los depredadores bacterianos efectuada en el tratamiento A tuvo como
consecuencia un aumento significativo de la abundancia bacteriana. En el caso del
experimento realizado en la zona de mezcla, la remocién de los depredadores
superiores a 10 micras (tratamiento B), también conllevé un aumento significativo en la

abundancia.

Abundancia

Limnica Mezcla Marina

144
SIS
1nge

Figura 8. Cambios en la abundancia bacteriana respecto al control para los distintos
tratamientos y regiones. Las flechas mas gruesas indican aumentos o descensos significativos.
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5.3 Respuesta de los distintos grupos bacterianos en los tratamientos

Las abundancias de los distintos grupos bacterianos ante los diferentes tratamientos
variaron de distinta forma en cada regién del gradiente ambiental evaluado (Figura 9).
Dichas variaciones fueron significativas en la region de mezcla a causa de un
aumento en la abundancia de las beta-Proteobacteria en los tratamientos A y B (Figura
9.2), y de un incremento en la abundancia de las gamma-Proteobacteria en el

tratamiento B (Figura 9.3), respecto al control (gl=12 F=2.14 p<0.05).

Las alfa-Proteobacteria en la region limnica, tendieron a disminuir de abundancia al
remover las sucesivas fracciones de la trama tréfica (Figura 9.1). En la region de
mezcla, se observa una mayor abundancia en los tratamientos A y B, sin embargo
debido a la gran dispersion de los recuentos en las réplicas para dichos tratamientos,
estas diferencias no son significativas (Figura 9.1). Finalmente, en la regidon marina, no
se evidenciaron diferencias entre las abundancias para los distintos tratamientos,
aunque la abundancia tendié a aumentar con los tratamientos, siendo maxima en el

control (Figura 9.1).

El grupo de las beta-Proteobacteria en la zona limnica, mostré su mayor abundancia
en el tratamiento A, en tanto que en los demas tratamientos las abundancias fueron
menores y con valores similares a los del control (Figura 9.2). En la regiéon de mezcla,
este grupo presentd abundancias significativamente mayores en los tratamientos Ay B

respecto al control (Figura 9.2), como se report6é anteriormente.

Para el caso de las gamma-Profeobacteria, se observa también en la regién limnica el
mayor valor de abundancia en el tratamiento A, mientras que en los demas
tratamientos las abundancias tienden a disminuir, presentando el menor valor en el
control (Figura 9.3). En la region de mezcla, se observa un incremento en los
tratamientos A y B, siendo significativamente mayor la abundancia en B respecto al
control, como se indicé anteriormente (Figura 9.3). En la region marina, las
abundancias no variaron en los distintos tratamientos, y sus valores fueron siempre

similares a los del control (Figura 9.3).

Finalmente, los Bacteroidetes en la region limnica presentaron su maxima abundancia
en el tratamiento A, en tanto que en los demas tratamientos alcanzaron valores

similares a los del control (Figura 9.4). En la region de mezcla, la abundancia en el
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tratamiento A también se vio incrementada, pero en esta zona, el maximo valor se dio
en el tratamiento B. Para el resto de los tratamientos las abundancias alcanzaron
valores mas cercanos a los del control, aunque fueron siempre superiores (Figura 9.4).
En la regiéon marina, las abundancias en todos los tratamientos fueron similares entre

si, observandose el menor valor en el tratamiento A (Figura 9.4).

Por otro lado, los resultados respecto a las diferencias en las abundancias bacterianas
ante los cambios en la composicion del mesozooplancton, evaluadas mediante los
tratamientos D, E y F de la region marina, en los cuales luego de filtrar por 100 micras
se agrego un numero conocido de copépodos, noctiluca y cladéceros respectivamente,
indican que no variaron significativamente entre si ni respecto al control para ninguno

de los grupos bacterianos (gl=6 F=1.348 p>0.05) (Figura 9).
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Figura 9. Abundancias bacterianas de los diferentes grupos evaluados en funcion de los
tratamientos para los tres ambientes. ALF968: alfa-Proteobacteria, BET42a: beta-
Proteobacteria, GAM42a: gamma-Proteobacteria, CF319a: Bacteroidetes. A: muestra filtrada
por 1.2 ym; B: muestra filtrada por 10 ym; C: muestra filtrada por 100 ym; D: muestra con un
numero conocido de copépodos luego de filtrarla por 100 ym; E: muestra con un numero
conocido de noctilucas luego filtrarla por 100 um; F: muestra con un numero conocido de
cladéceros luego filtrarla por 100 ym; K: control. Las diferentes letras en minuscula (a,b para la
regién limnica, a° b’ para La regién de mezcla y a* b para La regidon marina) indican
diferencias significativas entre los tratamientos de cada regién (P<0.05) dadas por el test de
Tukey.

5.4 Composicion de la comunidad bacteriana en los distintos tratamientos

La composicion de la comunidad bacteriana, determinada como la abundancia relativa
de los principales grupos bacterianos, fue distinta a lo largo de los diferentes

tratamientos y en los distintos ambientes (Figuras 10-12).

Para la regién limnica, en todos los tratamientos dominaron los Bacteroidetes y las
gamma-Proteobacteria, mientras que en el control la comunidad estuvo dominada por

los Bacteroidetes y las beta-Proteobacteria (Figura 10).

Las variaciones mas importantes de los tratamientos con respecto al control, fueron un
claro aumento en la proporcion de gamma-Proteobacteria, y una disminucién de las
beta-Proteobacteria, especialmente en los tratamientos B y C. En el tratamiento B
también se observé un aumento en la importancia relativa de las alfa-Proteobacteria
(Figura 10).
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Figura 10. Composicién de la comunidad bacteriana en los tratamientos realizados para la
region limnica. Las porciones de las tortas separadas indican mayores cambios en la
composicion de la comunidad respecto al control. ALF968: alfa-Proteobacteria, BET42a: beta-
Proteobacteria, GAM42a: gamma-Proteobacteria, CF319a: Bacteroidetes. A: muestra filtrada
por 1.2 ym; B: muestra filtrada por 10 ym; C: muestra filtrada por 100 ym; D: muestra con un
numero conocido de copépodos luego de filtrarla por 100 um; K: control.

En la region de mezcla, las alfa-Proteobacterias dominaron en todos los tratamientos,

excepto en el B, seguidas por los Bacteroidetes (Figura 11).
Para esta zona, el mayor cambio respecto al control estuvo dado por una disminucion

en la proporcién de la comunidad representada por las alfa, a expensas de los otros 3

grupos (Figura 11).
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Figura 11. Composicion de la comunidad bacteriana en los tratamientos realizados en la region
de mezcla. Las porciones de las tortas separadas indican mayores cambios en la composicion
de la comunidad respecto al control. ALF968: alfa-Proteobacteria, BET42a: beta-
Proteobacteria, GAM42a: gamma-Proteobacteria, CF319a: Bacteroidetes. A: muestra filtrada
por 1.2 ym; B: muestra filtrada por 10 ym; C: muestra filtrada por 100 um; D: muestra con un
numero conocido de copépodos luego de filtrarla por 100 um; K: control.
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En la region marina, se observaron leves cambios en la composicién con respecto al
control, en todos los tratamientos dominaron las gamma-Profeobacteria y los

Bacteroidetes sobre las alfa-Proteobacteria (Figura 12).
Los mayores cambios para dicha zona se dieron en el tratamiento A donde la

proporcion de las gamma-Proteobacteria aumentd, acompafiada de un descenso en

la proporcion de las alfa-Proteobacteria y Bacteroidetes (Figura 12).
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Figura 12. Composicién de la comunidad bacteriana en los tratamientos realizados en la region
marina. Las porciones de las tortas separadas indican mayores cambios en la composicion de
la comunidad respecto al control. ALF968: alfa-Proteobacteria, GAM42a: gamma-
Proteobacteria, CF319a: Bacteroidetes. A: muestra filtrada por 1.2 ym; B: muestra filtrada por
10 um; C: muestra filtrada por 100 ym; D: muestra con un numero conocido de copépodos
luego de filtrarla por 100 um; K: control.

5.5 Produccion bacteriana

Los datos de produccién bacteriana indican una diferencia significativa entre los
distintos ambientes evaluados (gl=2 F=11.56 p<0.01) (Figura 13). En el control, La
produccion bacteriana en la zona marina, fue significativamente mayor respecto a la
region limnica y de mezcla, donde se observaron menores valores de produccion sin

variar significativamente entre si (gl= 2, F=11.07, p<0.05).

Por otro lado, también se observa una diferencia significativa en la produccion
bacteriana a causa de los tratamientos, dado que sin considerar ninguna zona en
particular esta fue significativamente menor en el control respecto a los demas
tratamientos (gl=4 F=10.72 p<0.01) (Figura 13).
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En la zona limnica se observa un aumento en la produccién a lo largo de los
tratamientos respecto al control (Figura 13.1), en donde la produccién fue

significativamente menor a la de los tratamientos C y D (F=6.991 p<0.05).

En la zona de mezcla también se observa un cambio significativo en la produccion
bacteriana, dado por un incremento en los tratamientos A y B respecto a los
tratamientos C, D y K, (F=30.07 p<0.01), ademas la produccion en B fue
significativamente mayor a la de A (Figura 13.2).

En la regién marina en cambio, no hubieron diferencias significativas entre las

producciones de los distintos tratamientos (F=1.422 p>0.05), observandose valores

similares para todos los tratamientos y entre estos y el control (Figura 13.3).
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Figura 13. Produccion bacteriana en las tres zonas del gradiente ambiental. A: muestra filtrada
por 1.2 uym; B: muestra filtrada por 10 uym; C: muestra filtrada por 100 ym; D: muestra con un
namero conocido de copépodos luego de filtrarla por 100 ym; K: control. Las diferentes letras
en minuscula (a, b y c) indican diferencias significativas entre las producciones de los
tratamientos para una misma zona (p<0.05) dadas por el test de Tukey.

35



En la figura 14 se esquematizan dichos resultados de produccién bacteriana para los

distintos tratamientos y en los tres ambientes.
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Figura 14. Aumentos y descensos en la produccion bacteriana respecto al control. Las flechas
gruesas indican cambios significativos. A: muestra filtrada por 1.2 ym; B: muestra filirada por 10
pm; C: muestra filtrada por 100 um; D: muestra con un nimero conocido de copépodos luego

de filtrarla por 100 ym; K: control.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo, se evaluaron los efectos de la depredacién sobre la
abundancia, composicion y produccion de la comunidad bacteriana de diferentes
zonas del Rio de la Plata (Figura 4), mediante experimentos en los cuales la estructura
de la trama tréfica plancténica fue alterada fraccionando por tamafo la muestra

original (Tabla 1).

Los resultados demostraron variaciones significativas en la abundancia bacteriana,
asociadas a las diferencias ambientales y a las diferencias en la estructura de la red
trofica alterada en cada tratamiento (Figura 7). Igualmente, se revelaron cambios
significativos en la produccién bacteriana respecto a las diferencias ambientales, y a
las diferencias en la estructura trofica (Figura 13). También se encontraron cambios
significativos en la abundancia de determinados grupos frente a cambios ambientales,

y relacionados a los distintos tratamientos (Figura 9).

Los efectos observados son consistentes con respuestas previamente reportadas para
comunidades bacterianas frente a la presion de la depredacion. Una de las principales
consecuencias de la depredacién es claramente la limitacién de la abundancia y
biomasa bacteriana (Weinbauer & Rassoulzadegan 2004), pero también tiene efectos
sobre la actividad y la produccion (del Giorgio et al. 1996). Mas recientemente se ha
constatado que existe cierta capacidad selectiva por parte de los depredadores hacia
grupos bacterianos especificos (Jirgens et al. 1999), asi como también que diferentes
grupos pueden diferir en sus estrategias de defensa frente a los depredadores
(Pernthaler 2005), por lo que la depredacién también actia condicionando la

composicion de la comunidad bacteriana.

Los datos generados en este trabajo resultaron interesantes para analizar la
concordancia o discordancia entre los cambios observados sobre los tres aspectos
estudiados (abundancia, produccion y composicion), para los tratamientos efectuados.
Es posible distinguir instancias en los que las tres propiedades fueron fuertemente
alteradas para un tratamiento dado, como por ejemplo el tratamiento B realizado en la
zona de mezcla, donde se observaron aumentos en la abundancia total, ligados a
aumentos en la produccién y a cambios en la composicion de la comunidad (Figuras 7,

11 y 13). A diferencia de esto, para otros tratamientos como por ejemplo el tratamiento
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A en la zona limnica, la abundancia aumenté significativamente, se observé un cambio
a nivel de la composicion, y sin embargo la produccion se mantuvo constante (Figuras
7,10y 13), o el tratamiento C de la zona limnica, donde si bien la abundancia no varié

significativamente, si lo hicieron la composicion y la produccion (Figuras 7, 10 y 13).

Estos resultados indican la gran plasticidad en las respuestas de las comunidades
bacterianas frente a cambios, a la vez que evidencian la necesidad de evaluar
diferentes aspectos si se pretende realizar una caracterizacién informativa de las
mismas. Por otra parte, son indicativos de que el acople/desacople entre las tres
propiedades evaluadas podria estar condicionado por el ambiente, generando una

hipotesis a testear en el futuro.

Para todas las zonas del gradiente, es posible concluir que en general el tratamiento A
(remocion de todos los niveles superiores al bacteriano) fue el que mayor efecto tuvo
sobre los tres aspectos evaluados (Figuras 7-13). Esto estaria reflejando un fuerte

acople de las bacterias con el resto de la trama trofica planctonica.

Aparentemente, las alteraciones en la trama tréfica en este sistema tienen un claro
punto de corte en cuanto a los efectos ocasionados sobre la comunidad bacteriana, ya
que dependiendo de la zona, a partir del tratamiento B 6 C, ya no se observan efectos
significativos sobre ninguna de las variables analizadas (Figuras. 7-13). Esto indica
que, si bien en este sistema el bacterioplancton se encuentra influido por los niveles
superiores, dicha influencia se limitaria hasta organismos de un tamafio menor a 100
pm. Esta observacion estaria entonces en la misma linea que el patrén observado
para la via fitoplancton-zooplancton: aparentemente las cascadas tréficas son mas
frecuentemente observadas en sistemas de agua dulce en comparacién con marinos,
debido a las diferencias en la composicion del zooplancton (clad6ceros en lagos y
copépodos en el mar) (Sommer and Sommer, 2006). Es de destacar que en el Rio de
la Plata los copépodos constituyen la fraccion dominante del mesozooplancton
(Padovani et al. 2011). Por otra parte, en nuestros experimentos, especificamente
testeamos el efecto de la composicion del mesozooplancton (tratamientos D, E y F
realizados en la regién marina), y no se obtuvieron diferencias en ninguno de los tres
aspectos evaluados de las comunidades microbianas (Figura 9). De este modo, estos
primeros experimentos indicarian una influencia relativamente menor del meso-

zooplancton sobre las comunidades bacterianas en el Rio de la Plata.
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Los principales deprepredadores bacterianos en los sistemas acuaticos, son los
protistas menores a 20 pm: los nanoflagelados heterétrofos y los microciliados
(Pernthaler 2005). En particular, los flagelados son considerados los depredadores
mas importantes de las bacterias en los sistemas marinos (Jurgens & Massana 2008).
En el presente trabajo fue posible analizar distintas respuestas bacterianas en relacion
a diferencias en la presion de la depredacion por parte de estos organismos, por
ejemplo mediante las diferencias dadas en los tratamientos B y C, en donde se
removieron los ciliados (presencia de flagelados) y el mesozooplancton (presencia de
flagelados y ciliados) respectivamente (Figuras 7-12). Asimismo, los depredadores
ejercieron distintos efectos en los diferentes ambientes evaluados, lo que sugiere que

la importancia de los depredadores podria estar ligada a las diferencias ambientales.

Es posible concluir que en la zona de mezcla, el efecto de los ciliados sobre las
bacterias es mayor al observado para los demas ambientes, dado que la abundancia y
la produccion bacteriana se vieron fuertemente impactadas en el tratamiento B (Figura
7.2 y 13.2). En la zona limnica, en cambio, las bacterias se vieron tanto impactadas en
presencia de flagelados unicamente, como en presencia de ambos protistas (Figuras
7.1 y 13.1), lo que podria reflejar un mayor control por parte de los flagelados para

esta zona.

Estas conclusiones se ven apoyadas con los resultados obtenidos en los experimentos
de evaluacion de ingesta de bacterias por parte de los flagelados (anexo 3), dado que
indicaron una mayor tasa de depredacion bacteriana para la zona limnica, en tanto
que la zona de mezcla presentd el menor valor (ver anexo 3). El hecho de que en la
zona de mezcla haya una menor presion por parte de los flagelados, podria
corresponderse con una mayor depredacion por parte de los ciliados. Si bien esta
técnica permitid identificar a los nanoflagelados, no fue posible detectar a los
microciliados, por lo que no tenemos datos directos respecto a la tasa de ingesta

bacteriana de los ciliados.

Estos resultados ponen en evidencia ademas, una concordancia entre la mayor
productividad primaria observada para la zona de mezcla (ver anexo 2), y una mayor
depredaciéon por parte de los ciliados en esta misma zona. Lo que resulta interesante
porque es consistente con evidencia que reporta una mayor importancia en la
depredacién de las bacterias mediada por los ciliados en los sistemas mas productivos
(Zingel et al. 2006). A su vez, en sistemas turbios y someros aparentemente los

ciliados no estarian tan controlados por el mesozooplancton (Zingel et al. 2006), lo
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que podria explicar el desacople observado con los organismos de los niveles troficos

mayores a 100 ym.

El balance entre los factores de regulacién bacterianos top- down, representados por
la depredacién y entre los factores bottom- up, como la disponibilidad de nutrientes o
las condiciones fisicoquimicas del ambiente, es un tema complejo que presenta cierta

controversia.

Se ha postulado que para los sistemas mas oligotréficos, el control efectuado por la
depredacion es mas importante que para los ambientes mas eutréficos, donde el
control por la disponibilidad de nutrientes es mayor (Gasol et al. 2002b). Esto es
debido a que el acople entre las bacterias y los depredadores en los sistemas
oligotroficos es mas ajustado que en los sistemas eutréficos, dado que a medida que
aumentan los nutrientes en un sistema la abundancia de las bacterias aumenta mas
deprisa que la de sus depredadores, por lo que el acople depredador-presa se ve

relajado y la importancia de la depredacién disminuye.

En este trabajo, las diferencias entre estos distintos factores de regulacién bacteriana
observadas para los distintos ambientes evaluados, permiten llegar a una conclusion

preliminar respecto a dicho balance para el Rio de la Plata.

La zona marina, fue la Unica zona que no mostré variacién en las respuestas
bacterianas, tanto a nivel de abundancia, produccién y composicion de sus
comunidades (Figuras 7.3, 9, 12 y 13.3), lo que esta indicando un reducido control por
parte de la depredacion. Esta conclusion junto al resultado que indicé una menor
concentracién de nutrientes en la region marina (ver anexo 1) va en contra de lo
propuesto por Gasol, respecto a un control mas ajustado por los depredadores en los
sistemas mas oligotréficos. Una posible explicacion a esto, pudo haber sido la
actuacion de otro factor con mayor importancia que la depredacion, sobre las
comunidades bacterianas, ligado presumiblemente a un aumento en la disponibilidad
de los nutrientes, dado por la manipulacion experimental. Los efectos de la
depredacion, por lo tanto, no se vieron para esta zona dado que este efecto

aparentemente beneficio enormemente a dichas comunidades.

En condiciones experimentales similares a las utilizadas en el presente trabajo, suele
darse un fendmeno denominado “efecto botella”, cuya explicacién no se conoce con

exactitud, aunque se presume que lleva a un incremento en la disponibilidad de
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nutrientes (Pernthaler & Amann 2005), asi como a otros fendbmenos que favorecen a
los organismos como la simplificacion de la red trofica debido a la filtracion y la
eliminacion de factores de incidencia desconocida como pueden ser las turbulencias.
Este fendmeno, pudo haber favorecido mas a las comunidades bacterianas de la zona
marina, dado que fue la regidon con menor concentracion de nutrientes, mientras que
los demas ambientes son originalmente mas ricos en nutrientes (Ver anexo 1). Por
otro lado, es posible que el tiempo de incubacion del experimento haya sido muy
elevado (48 h), viendose acentuado el efecto botella. De esta manera, una conclusion
que surge de este trabajo es la recomendacion de incubar por menos tiempo, por
ejemplo por 24 h o inclusive por un tiempo menor para experimentos similares

realizados en este ambiente.

El andlisis de las respuestas a nivel de grupos bacterianos, reveld diferencias entre los
mismos. En el global de los tratamientos y para las 3 zonas, las gamma-
Proteobacteria aparecieron como el grupo que respondié mas fuertemente a los
tratamientos, aumentando su contribucion a la comunidad microbiana con respecto al
control (Figuras 10-12). Esta observacion, no resulta unicamente de aumentos en su
abundancia absoluta (Figura 9), sino de descensos concomitantes en la proporcion de
la comunidad representada por otros grupos, tipicamente las alfa-Proteobacteria (Fig.
10-12). Estos resultados se corresponden con caracteristicas ecofisioldgicas que
presentan los miembros de estas clases. A saber, ciertos miembros de la clase
gamma-Proteobacteria (ej, Alteromonas spp.) son conocidos como estrategias r de
rapido crecimiento, capaces de crecer muy rapidamente y llegar a dominar la
comunidad cuando se generan cambios ambientales (Pernthaler & Amann, 2005). A
modo de ejemplo, diferentes miembros de esta clase han sido reportados como
transitoriamente dominantes en los mas diversos sistemas como por ejemplo en el Mar
Mediterraneo (Alonso-Saez et al. 2007), lagunas costeras (Piccini et al. 2006,
Simonato et al. 2010), océano abierto (Schattenhofer et al. 2009), e inclusive en una

estacion externa del propio Rio de la Plata (Alonso et al. 2010).

Por el contrario, los miembros mas ubicuos de las alfa-Proteobacteria, los organismos
del clado SAR11, que por lo general dominan los sistemas marinos y estuarinos
(Morris et al. 2002, Kirchman et al. 2005), incluyendo el Rio de la Plata (Alonso et al.,
2010), exhiben pequefios tamafos (ver anexo 4) y bajisimas tasas de crecimiento
(Rappe et al., 2002), basadas en el consumo de sustratos simples (monémeros) y en
bajas concentraciones (Malmstrom et al., 2004, Alonso & Pernthaler 2006b). Otra

diferencia fundamental entre miembros representativos de estas dos clases, es que
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mientras las gamma-Proteobacteria son facilmente cultivables en condiciones de
laboratorio (Eilers et al. 2000), constituyendo lo que se denomina “lab-weeds”, el
aislamiento de la alfa-Proteobacteria representativa fue extremadamente laborioso, e
implicd el uso de metodologias ad hoc (Rappe et al. 2002). Esta diferencia es
posiblemente la causa por la cual, en general, en todos los tratamientos la proporcion
de gamma-Proteobacteria aumentd en relacion al control, como parte del fendbmeno
conocido como “efecto botella”, mediante el cual la composicion de las comunidades
microbianas al ser confinadas se desplaza hacia la predominancia de miembros de
grupos capaces de rapido crecimiento, que generalmente se encuentran en baja

abundancia en los sistemas naturales (Pernthaler and Amann, 2005).

Interesantemente, las beta-Proteobacteria presentan un patrén de reduccién en la
proporcion que constituyen en la comunidad al introducir los dos siguientes niveles
troficos (tratamientos B y C). En particular, es notorio, sobre todo en la region limnica,
que en presencia de los depredadores, la proporcion de beta-Proteobacteria en la
comunidad disminuye (Figuras 10-11), indicando que estos organismos estarian
siendo los mayormente afectados por la presion de la depredacién en las zonas de
influencia de agua dulce. La distribucion de las beta-Proteobacteria aparece
normalmente restringida a sistemas de agua dulce, donde suelen ser dominantes,
como por ejemplo en la zona limnica de lagunas costeras en Uruguay (Alonso et al.
2009). Estudios previamente realizados en el arroyo y laguna de Rocha también
indican que este grupo estaria fuertemente controlado por los depredadores en la zona
de agua dulce (Alonso et al. 2008). Es interesante que en contraposicion, en la zona
de mezcla este grupo no parece estar tan afectado por la depredacion, ya que su
contribucién a la comunidad bacteriana en los tratamientos B y C se ve relativamente

poco alterada con respecto al tratamiento A (Figuras 10-11).

Se destaca, por ultimo, el comportamiento observado para el grupo de los
Bacteroidetes, quienes presentaron leves cambios en el global de los tratamientos
(Figuras 10-12), y en particular para la regién limnica mostraron siempre la misma
contribucién a la comunidad bacteriana (Figura 10). Estas observaciones son
concordantes con evidencia de que este grupo posee mecanismos de resistencia ante
la depredacion, que implica la formacion de filamentos (Pernthaler et al. 2004), lo que
podria explicar el leve impacto de la depredacién sobre este grupo. Dichas respuestas
(Pernthaler et al. 2004), se dieron ademas para una laguna mesotréfica lo que
concuerda también con la observacion de que el menor impacto de la depredacién

para el grupo de los Bacteroidetes en este trabajo fue en la zona limnica.
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Se concluye de todo esto, que las diferencias en la composicion de la comunidad
bacteriana, fueron debidas a un aprovechamiento diferencial de los recursos, y en
parte a diferencias en la susceptibilidad ante la depredaciéon, dada por ejemplo por
diferencias en tamafos celulares o por diferencias en la capacidad para formar

estructuras de resistencia.

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La comunidad bacteriana del Rio de la Plata se encuentra fuertemente acoplada al
resto de la trama trofica plancténica, especialmente hasta organismos menores de 100

um.

Las alteraciones en la composicion de la trama tréfica planctonica repercuten
fuertemente en la abundancia, produccion y composicion de la comunidad bacteriana
del Rio de la Plata.

El gradiente ambiental influye en la relacién del bacterioplancton con el resto de los

componentes del plancton.

En la zona de la mezcla es donde se observaron los mayores efectos de la
depredacion sobre las tres caracteristicas estudiadas, mientras que en la region
marina, posiblemente el efecto de la manipulacion experimental (presumiblemente
aumentando la disponibilidad de nutrientes) fue mas importante a la hora de explicar

las alteraciones observadas.

Aparentemente, segun la zona del gradiente cambia la importancia relativa de los
grupos de depredadores bacterianos: en la region limnica serian los nanoflagelados

heterétrofos y en la zona de mezcla, los microciliados.

Los diferentes grupos bacterianos respondieron en forma diferencial a las alteraciones
en la trama trofica plancténica: las Proteobacteria de las clases beta y gamma
aparecen como los grupos mas afectados por las alteraciones, en especial las beta-
Proteobacteria estarian fuertemente controladas por los depredadores en la zona
limnica. Las alfa-Proteobacteria y los Bacteroidetes fueron menos sensibles a estas

alteraciones.

La evaluacion de las comunidades bacterianas con la técnica CARD-FISH, fue util
para revelar un patron de diversidad general de los principales grupos bacterianos en

el estuario Rio de la Plata, Sin embargo, dadas las caracteristicas metodoldgicas

43



(recuento al microscopio) la evaluacion se realizé a un nivel filogenético muy grueso
(Filo, clases), con lo cual no es posible tener el detalle de las variaciones de
poblaciones mas especificas. Teniendo en cuenta la enorme diversidad ecofisiolégica
de estos organismos, seria deseable e interesante realizar estas evaluaciones con un

mayor nivel de resolucion, por ejemplo mediante el empleo de secuenciacion masiva.

Por otra parte, estos resultados son preliminares, derivados de un unico experimento,
por lo que para lograr una comprension mas exacta del balance entre los distintos
factores involucrados en el control de las comunidades bacterianas en este sistema,
seria deseable realizar mas experimentos en diferentes campafas que contemplen,

por ejemplo, posibles variaciones estacionales.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1: Determinacion de nutrientes

Para la determinacion de los nutrientes disueltos en las muestras de agua, las
muestras fueron filtradas a través de un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/C. Las
mediciones de las concentraciones de los nutrientes inorganicos para cada estacion,
incluyeron fracciones disueltas de nitrito (NO,) (Strickland & Parsons 1972), nitrato
(NO;) (Eaton et al. 2005), amonio (NH,4) (Koroleff 1976), fésforo reactivo soluble (PO,)
(Murphy & Riley 1962) y silice reactivo (SiO3). Las concentraciones de nutrientes
fueron determinadas colorimétricamente empleando un espectrofotdmetro Shimadzu
UVv-2101 PC, UV-VIS Scanning.

Tabla 3. Nutrientes evaluados para las tres zonas del gradiente. NH,: amonio, NO,: nitrito, NOa:
nitrato, PO,: fosfato, SiOj: silice reactivo, NID (NH;+#NO,+ NOj3): nitrégeno inorganico disuelto,
N: nitr6geno, P: fésforo.

NH, NO, NO; PO, Si0; NID N:P
(UM) (UM) (UM) (UM) (UM) (UM)
Zona
limnica 3 7g 0.69 17.74 1.74 2444  22.09 12.73
Zona de
mezcla 1 g4 0.39 0.00 0.65 59.34  2.20 3.40
Zona
marina 1 4 0.24 0.00 0.83 13.31 1.66 1.99

En la tabla 3 se aprecia un gradiente de nutrientes para los distintos ambientes
evaluados, correspondiéndose los menores valores para la zona marina, en tanto que

la zona limnica presentd la mayor concentracion.
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8.2 Anexo 2: Estimacion de la produccion primaria

Fuente (Calliari et al datos no publicados)

La produccion primaria se estimé midiendo la incorporacién de '*C fotosintética acorde
con Steeman-Nielsen (1952) y la modificacion del método de acidificacién-burbujeo
(Gatcher et al. 1984). 20 mL de muestra de agua superficial in situ fueron incubados
en seis viales de centelleo con 3uCi (carbono inorganico en forma de HCO3;), en
oscuridad, a temperatura in situ y bajo tres niveles de irradiacién representativos de las
condiciones de luz en la capa de mezcla superficial. Las incubaciones se hicieron lo
mas rapido posible luego de que el agua fue colectada (< 15 min). Un vial control fue
también incubado y procesado como se describié para las muestras estandar. Luego
de 30 min, se detuvo la fotosintesis fijando las muestras con formaldehido y se les

agrego 100 pl de HCI para que el descenso del pH permita la transformacion a CO,

del carbono radiactivo que no fue incorporado. Posteriormente, las muestras fueron

burbujeadas durante 30 minutos en una campana para acelerar la remocién del CO,,.

Al finalizar el burbujeo, se les agregé 5 mL de un coctel de centelleo ReadyGel
Beckman midiendo luego de 2 hs la radioactividad en un contador de centelleo
ReadyGel Beckman. La estimacién de la produccién primaria volumétrica para la capa
de mezcla superficial se obtuvo como el promedio aritmético de los valores de

produccién para los tres niveles de irradiacién medidos.
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Figura 15. Produccién primaria para las distintas estaciones del gradiente ambiental. Las
flechas indican las estaciones 1,5 y 11 correspondientes a la zona limnica, de mezcla y marina
respectivamente, donde se realizé el experimento para el presente trabajo.

Se observa un incremento en la produccidon primaria para la zona de mezcla
(estacion 5), luego le sigue la zona limnica (estacion 1), en tanto que en la region

marina se dio el menor valor.
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8.3 Anexo 3: Estimacion de la ingesta bacteriana por nanoflagelados

La tasa de ingesta de las bacterias por parte de los flagelados, se evalué empleando
una técnica que utiliza bacterias marcadas fluorescentemente (FLB: fluorescently

labeled bacteria) como trazadores (Vaqué et al. 1999).

Las incubaciones de las FLBs se realizaron a temperatura in situ, en 50 mL de
muestra de agua, en cuatro tiempos diferentes para cada zona evaluada del gradiente
(t=0 min, t=10 min, t=20 min y t=30 min), y se realizaron dos réplicas por tiempo
evaluado. Pasado el tiempo correspondiente las muestras fueron fijadas con
paraformaldehido 2% y finalmente se filtraron por filtros con un tamafio de poro de 0,8

pm.

Se contaron 50 flagelados por muestra al microscopio de epifluorescencia, de los
cuales se registré también la cantidad de las FLBs ingeridas. Luego se estimé la tasa
de ingesta bacteriana por protista, calculada como FLB ingerida por protista por hora
(Figura 16).

Tasa de ingesta de FLB por HF

# Limnica M Mezcla Marina

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
Tiempo (hrs)

Figura 16. Tasa de ingesta de FLB (fluorescently labeled bacteria) por flagelado heterétrofo
(HF), en funcién del tiempo y para cada zona evaluada.
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Se observan las diferencias en las tasas de ingesta de FLBs por flagelado (HF) para
cada zona. En la region limnica se observa una mayor ingesta, con una pendiente de
0.76; luego le sigue la zona marina con una pendiente de 0.66; mientras que en la
mezcla, se dio el menor valor de ingesta, correspondiéndose con una pendiente de
0.07.

8.4 Anexo 4: Fotos de los grupos bacterianos evaluados

En las siguientes fotos tomadas con el microscopio de epifluorescencia, es posible
observar las diferencias en tamanos de los distintos grupos bacterianos evaluados.
Dichas diferencias son resultado de caracteristicas ecofisiolégicas que presentan los
miembros de estas clases, por ejemplo como se sefalé anteriormente se aprecia el
pequefio tamafio de las alfa-Proteobacteria a diferencia del gran tamafo que

presentan las gamma-Proteobacteria.

Figura 17. Alfa-Proteobacteria (ALF968)
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Figura 18. Gamma-Proteobacteria (GAM42a)

Figura 19. Beta-Proteobacteria (BET 42a)
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Figura 20. Bacteroidetes (CF319a)
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