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1. RESUMEN

El crecimiento del fitoplancton en los ecosistemas acuaticos esta frecuentemente
limitado por la disponibilidad de nutrientes. La formacion de floraciones de
cianobacterias depende en parte de la capacidad de estos organismos de obtener
los recursos necesarios para el crecimiento en condiciones sub-Optimas. En
particular, el fitoplancton dominado por cianobacterias es capaz de adaptarse
fisiologicamente a las fluctuaciones ambientales del recurso limitante para
optimizar el crecimiento. Recientemente, la  cianobacteria tdxica
Cylindrospermopsis raciborskii capté la atencion cientifica debido a su éxito como
organismo invasor ya que se ha expandido desde zonas tropicales hacia zonas
templadas y subtropicales. En Uruguay ha sido encontrada en diversos lagos,
algunos destinados a la potabilizacion. La flexibilidad fisiolégica de C. raciborskii a
las fluctuaciones ambientales de recursos limitantes podria ser un factor clave
para explicar su éxito como organismo invasor. Este trabajo propone que C.
raciborskii es capaz de optimizar su crecimiento a las fluctuaciones de fosfato a
corto plazo, lo que podria explicar su éxito en la invasiéon de diversos ambientes.
Para ello, se realizaron experimentos de crecimiento en funcion de la
disponibilidad de fosfato con dos cepas americanas de C. raciborskii (MVCC19,
Uruguay y CCMP1973, USA). Se utilizaron cultivos deficientes por fosfato y se los
expuso a cinco concentraciones (0,5, 1, 2, 5y 10 uM fosfato), cada una aplicada en
dos patrones de pulsos del nutriente: un pulso Unico y la misma concentracién
total pero fraccionada en una secuencia de diez pulsos. La secuencia de pulsos se
aplicé en un lapso de 54 minutos (un pulso de fosfato cada 6 minutos). Ambas
cepas mostraron una tasa de crecimiento mayor bajo el patréon de secuencia de
pulsos, mostrando una alta flexibilidad fisiolégica de la especie frente a cambios a
corto plazo en la disponibilidad de fosfato. Esta flexibilidad fisiol6gica de la especie
le permitiria una rapida optimizaciéon en el crecimiento. Las diferencias en las
respuestas del crecimiento y de la morfologia de ambas cepas muestran una
importante variabilidad intraespecifica, apoyando asi la hipdtesis de multiples
ecotipos. La flexibilidad fisiologica y la diversificacion de la especie en ecotipos

podria haber favorecido la expansion de la especie en diferentes latitudes.



2. INTRODUCCION

2.1. Fitoplancton

El fitoplancton es la comunidad de productores primarios acuaticos responsable
de la fijacion de la mitad del CO2 anual del planeta (Kahl et al. 2008). El crecimiento
microalgal en los ecosistemas acuaticos esta frecuentemente limitado por la
disponibilidad de nutrientes (ej., fsforo, nitrégeno, carbono) (Schindler 1977). El
fosfato es un nutriente clave en el crecimiento ya que se encuentra solo disponible
en el agua y generalmente en concentraciones muy bajas, por lo que puede
tornarse limitante y provocar el estrés nutricional (Schindler 1977, Hudson et al.
2000). Cuando éste es el caso, la concentracion externa de fosfato fluctia alrededor
de un valor umbral en el cual la energia es insuficiente para dirigir la incorporacion
del nutriente (Falkner et al, 1989, 1994). Los aumentos ocasionales de
concentracion de fosfato en el ambiente son incorporados activamente por la
comunidad, de tal forma que el fitoplancton experimenta este fend6meno como una

serie de pulsos de concentracidn (Aubriot etal. 2011).

Las cianobacterias son los componentes procariotas del fitoplancton y los
organismos fotosintetizadores aerdbicos mas antiguos del planeta, que dieron
lugar a la atmoésfera oxidante (Graham & Wilcox 2000). Muchas cianobacterias
pueden alcanzar altas densidades en cortos periodos de tiempo, un fenbmeno
denominado floraciéon (bloom), el que se produce generalmente en verano
(Reynolds & Walsby 1975, Bourrelly 1985, Reynolds 1987). La ocurrencia de
floraciones en sistemas acuaticos de todo el mundo se ha visto incrementada en la
ultima década, debido a la eutrofizacién o enriquecimiento con nutrientes de los
ecosistemas acuaticos y al cambio climatico global (Schindler 2006 ; Paerl &
Huisman 2008). El desarrollo de floraciones téxicas en Uruguay es un fendmeno
cada vez mas frecuente, lo que hace necesaria la generacion de conocimiento
cientifico que apoye la implementacién de las medidas de gestién apropiadas. Se
han observado floraciones en la mayoria de los recursos acuaticos del Uruguay,
como el Rio Uruguay y el Rio Negro y los grandes embalses, asi como también en la

costa del Rio de la Plata (Bonilla et al. 1995, Pérez et al. 1999, Bonilla & Conde



2000, De Le6n & Yunes 2001, Kruk et al. 2002, Kruk et al. 2003). Muchas especies
de cianobacterias producen cianotoxinas (hepatotoxinas, neurotoxinas,
dermatotoxinas y citotoxinas), metabolitos secundarios toéxicos que
adicionalmente pueden afectar seriamente la calidad de los sistemas acuaticos,
ocasionando perjuicios sanitarios y econémicos; por ejemplo, efectos agudos y
cronicos para la salud humana, pérdida de calidad de agua, pérdida de
biodiversidad por mortandad de peces y aves, restriccion de usos potenciales,
entre otros (Codd et al. 1989, Falconer 1996; Falconer & Humpage 1996). La
formacién de floraciones de cianobacterias depende en parte de la capacidad de
estos organismos en obtener los recursos necesarios y optimizar su asimilaciéon
(Oliver & Granf 2000). En ambientes pobres en formas inorganicas de nitrégeno,
algunos grupos de cianobacterias tienen la ventaja de poder obtenerlas por medio
de la fijacidn del nitrégeno atmosférico, mediante células especializadas llamadas
heterocistos que contienen la enzima nitrogenasa (van Den Hoek et al. 1995). Sin
embargo, la formacién de estas células especializadas asi como la fijacion per se

constituyen un consumo energético importante (Ferber et al. 2004).

2.2. Flexibilidad fenotipica

Las cianobacterias pueden responder a los cambios ambientales mediante
adaptaciones fisiologicas y morfolégicas (Stomp et al. 2008). Esta estrategia,
conocida como flexibilidad fenotipica, puede mejorar la adecuacion (fitness) del
organismo en el nuevo ambiente (Agrawal 2001). Miner et al. (2005) definieron
flexibilidad fenotipica como la produccion de multiples fenotipos a partir de un
solo genotipo, dependiendo de las condiciones ambientales. Estas respuestas
plasticas incluyen cambios en el comportamiento, fisiologia, morfologia,
crecimiento o historia de vida. Cuando las condiciones ambientales cambian en una
escala de tiempo corta, los individuos que muestran una transformacion continua y
reversible en comportamiento, fisiologia y morfologia, pueden incurrir en una
adaptacidn selectiva (Padilla & Adolphl 1996, Kingsolver et al. 1998, Willmer et al.
2000)



Muchos estudios han investigado la flexibilidad fenotipica en ambientes
fluctuantes (Chesson et al. 2004; Egas et al. 2004; Abrams 2006 a; 2006 b; Gélinas
et al. 2007; Van der Stap et al. 2007), pero el tiempo de adaptacién fenotipica ha
recibido poca atencién (Miner et al. 2005). En un estudio sobre adaptacién
cromatica en cianobacterias Stomp et al. (2008) muestra como el tiempo de
exposicién y de respuesta adaptativa puede afectar el crecimiento de estos
organismos en ambientes fluctuantes. La ventaja de la flexibilidad fenotipica
decrece al aumentar la variabilidad ambiental y el tiempo de respuesta del ajuste

fenotipico (Padilla & Adolph 1996, Gabriel 2005, 2006).

Estudios previos muestran que el fitoplancton dominado por cianobacterias es
capaz de regular la incorporacion de fosfato cuando ocurren fluctuaciones
ambientales del recurso en forma de pulsos consecutivos de concentracion del
nutriente (Aubriot el al. 2011). Este comportamiento adaptativo es una respuesta a
fluctuaciones de fosfato a corto plazo (minutos) y resulta en una mayor
optimizacién de la asimilacién del nutriente y en un mayor crecimiento (Falkner et
al. 2006, Aubriot et al. 2011). Esta propiedad adaptable seria un factor clave en la
estimulacién del crecimiento de cianobacterias y ha sido estudiada en
cianobacterias unicelulares y filamentosas en cultivos (Synechococcus leopoliensis y
Anabaena variabilis; (Wagner et al. 1995, Falkner et al. 2006) y en fitoplancton
dominado por Planktothrix agardhii y Raphidiopsis mediterrdnea (Aubriot et al.
2000, Aubriot et al. 2011), esta ultima considerada un estado no heterocistico del
ciclo de vida de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii (Moustaka-Gouni et

al. 2009).

2.3. Problematica de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii

Recientemente, Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya et Subba
Raju (1972) (Cyanobacteria, Orden Nostocales) capt6 la atencion cientifica debido
a su comportamiento invasor y su capacidad de producir potentes toxinas (hepato
y neurotoxinas) (Padisak 1997, Wiedner et al. 2007). Esta cianobacteria presenta
filamentos isopolares, solitarios, rectos o en espiral, cilindricos o ligeramente mas

estrechos en las extremidades (Komarkova 1998). Esta cianobacteria de origen



tropical usualmente crece por encima de los 20 2C pero ha comenzado a extender
su distribucion geografica hacia regiones subtropicales y templadas (Padisak 1997,
Hamilton et al. 2005, Stuken et al. 2006). Los factores que promueven su expansion
geografica son tema de controversia. Las investigaciones hasta ahora llevadas a
cabo sobre su comportamiento expansivo en América del Sur son escasas,
limitdndose al estudio de algunas cepas brasileras y uruguayas (Ferreira 2007,
Piccini et al. 2011). En nuestro pais, C. raciborskii ha sido encontrada en diversos
lagos someros de Maldonado y Canelones destinados a la potabilizacién de agua

(Vidal & Kruk 2008, Fabre 2011).

Debido a que C. raciborskii puede recurrir a la fijacién de nitrégeno atmosférico, el
fosfato seria el nutriente que generalmente limite a su crecimiento. Ademas, en los
lagos de Uruguay se ha encontrado que la presencia de esta especie no estaria
relacionada con la deficiencia por nitrégeno disuelto en el agua (Fabre et al. 2010).
Uno de los factores que podria explicar las floraciones de esta especie es su
capacidad de tolerar la escasez de fosfato, por la acumulaciéon de importantes
reservas en forma de granulos de polifosfato y alta afinidad por el nutriente

(Istvanovics et al. 2000).

Estudios de la ecologia evolutiva de Cylindrospermopsis raciborskii sugieren la
existencia de diversos ecotipos que toleran diferentes condiciones ambientales
locales, lo que podria haber favorecido la expansion de la especie en diferentes
latitudes (Piccini et al. 2011). Otro escenario posible esta asociado al aumento de
temperatura como consecuencia del cambio climatico (Gugger et al. 2005, Wiedner
et al. 2007). Segun Briand et al. (2004) la gran flexibilidad fisiologica de esta
cianobacteria le permite tener éxito en un amplio rango de condiciones
ambientales ya que es capaz de crecer exitosamente y dominar el fitoplancton bajo

entradas episddicas de fosfato (Posselt et al. 2009).

Actualmente se desconoce si Cylindrospermopsis raciborskii posee la capacidad de
adaptarse fisiolégicamente a los cambios en la disponibilidad del fosfato. El
resultado de esta adaptacion fisiologica a corta escala temporal serfa una ventaja
para adecuarse a condiciones sub-6ptimas de la concentracién de fosfato en el
ambiente. Asimismo, no hay informacién suficiente acerca de los parametros de

crecimiento (tasa maxima de crecimiento, tolerancia al estrés nutricional) de los



aislamientos nativos de C. raciborskii en relacion a la disponibilidad de nutrientes.
Piccini et al. (2011) observaron diferencias significativas en las respuestas de
crecimiento y morfologia en dos cepas de nuestro pais en experimentos de
deficiencia por fosfato. Segiin los autores la existencia de ecotipos con distintas
afinidades por concentraciones bajas o altas de fosfato le permitiria a C. raciborskii
tener éxito en un amplio rango de lagos con distintos estados troficos. Fabre
(2011) investigé la flexibilidad fisiol6gica de una cepa nativa de esta especie en la
aclimatacion a distintas intensidades de luz. La cepa optimizé su crecimiento a las
nuevas condiciones en escalas de tiempo relativamente cortas (dias, semanas), lo

que se reflej6 en mayores tasas de crecimiento y cambios morfolégicos (Fabre

2011).

Este trabajo propone que el éxito de C. raciborskii en ambientes limitados por
fosfato se deberia a su flexibilidad fisiolégica a las fluctuaciones en la
disponibilidad del nutriente, lo que le permitiria la optimizacion del crecimiento y

podria explicar algunas caracteristicas de su comportamiento invasor.

El conocimiento de los mecanismos ecofisioldgicos que regulan el crecimiento de
cianobacterias y su adaptacién al estrés nutricional son elementos claves para la
implementacion de medidas de mitigacion pertinentes. En particular, la
importancia de analizar las caracteristicas fisiolégicas de la especie invasora C.
raciborskii de nuestros sistemas acuaticos naturales es fundamental para poder

prevenir efectos indeseados y desconocidos.

3. HIPOTESIS

3.1. Hipotesis 1

La colonizacion de ambientes tan diversos por C. raciborskii podria explicarse por
su rapida adecuacion a las fluctuaciones ambientales debido a una gran flexibilidad
fisiologica. Un trabajo reciente mostré que esta especie posee la capacidad de
aclimatarse a distintos ambientes luminicos debido a la flexibilidad fisiol6gica

(Fabre 2011). Otras cianobacterias filamentosas también poseen la propiedad de



adaptarse a fluctuaciones de fosfato, por lo que también se espera observar en esta
especie una optimizaciéon del crecimiento cuando ocurran fluctuaciones
ambientales de fosfato en forma de pulsos consecutivos. Estos antecedentes

permiten plantear la siguiente hipoétesis:

Cylindrospermopsis  raciborskii posee la capacidad de adaptarse
fisiol6gicamente a cambios en la disponibilidad de fosfato en una corta escala

temporal, manifestado en una mayor tasa de crecimiento.

3.2. Hipotesis 2

Piccini et al. (2011) encontraron diferencias en el perfil genético, morfologia,
crecimiento, preferencias luminicas y de fosfato en cepas de C. raciborskii. Esta
variabilidad fenotipica y genética apoyaria la existencia de multiples ecotipos de la
especie cuyo éxito estaria sujeto a las condiciones ambientales locales. En base a

estos antecedentes se plantea la hipotesis 2:

Las diferencias en las respuestas del crecimiento de distintas cepas de C.
raciborskii a la disponibilidad de fosfato apoya la existencia de diferentes

ecotipos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento de una cepa de C. raciborskii aislada de ecosistemas
acuaticos de Uruguay (MVCC19) y de EEUU (CCMP1973), en relacién a la
disponibilidad de fosfato.



4.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la tasa de crecimiento de ambas cepas de C. raciborskii a
distintos suministros de fosfato.

2. Determinar si existe adaptabilidad fisiolégica a distintos patrones del
suministro de fosfato.

3. Determinar la tolerancia al estrés por este recurso en ambas cepas.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii
5.1.1. Condiciones de crecimiento

Se cultivaron dos cepas de Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya
et Subba Raju (1972) (Orden Nostocales): MVCC19 (de aqui en adelante AS)
perteneciente al cepario de la Seccién Limnologia, aislada de un lago artificial
eutroéfico Lago Javier (34° 517 S, 56° 02°'W, area: 10 ha, profundidad maxima: 9.8 m,
Fésforo total: 1.97 uM; Vidal & Kruk, 2008) y CCMP1973 (de aqui en adelante AN)
de Florida (adquirida en el Centro Nacional de Cultivos de Fitoplancton Marino
Provasoli-Guillard, EEUU). Ambas cepas se cultivaron en medio BG11 modificado
(CuSO4 a 25% de la receta original, Stanier et al. 1971); libre de nitrégeno. Los
cultivos se burbujearon con aire humedecido por burbujeo en agua Milli-Q
esterilizada y prefiltrada a través de filtros de algodon estériles. Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 252C y a una intensidad luminica de 80 pmol

m-2 s-1con un fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad).

5.1.2. Condiciones de deficiencia por fosfato y cultivos semi-continuos

Para evaluar el crecimiento en relacion a la disponibilidad del fosfato fue necesario
inducir previamente la deficiencia por este recurso en ambos aislamientos. Para
ello se cultivaron 300 ml de cultivo de cada aislamiento, MVCC19 y CCMP1973, en

régimen semi-continuo mediante diluciones sucesivas con medio fresco BG11-N.
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Para iniciar la deficiencia por fosfato, se realizé una remocién de 150 ml de cultivo
y éste fue sustituido con igual volumen de medio BG11 libre de fosfato y nitrégeno
(-N -P). La deficiencia por fosfato se confirmé cuando el fosfato en el medio pasé a
ser analiticamente indetectable y una vez alcanzado el estado estacionario de
crecimiento (pe-pe1 = 0). Para mantener las condiciones de deficiencia por fosfato
se realizaron diluciones con medio fresco con frecuencia bisemanal (régimen semi-
continuo) adicionando una concentracién limitada de fosfato (10 pM fosfato). La
frecuencia de diluciones se fij6 previamente a que el cultivo alcanzara la fase

estacionaria de crecimiento para evitar el colapso del mismo.

5.2. Determinacion de la tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento se determiné a partir del indicador indirecto de biomasa:

densidad éptica (DO7s0: absorbancia a 750 nm, Thermo Evolution 60).
La tasa de crecimiento p se calcul6 mediante la formula:
p=2.3026 (logN¢-logNo)/ Te- To

donde Nt corresponde a la DO7s59 en el tiempo Tr,y No a la DO7s0 en el tiempo T,
siendo To < Tr (en dias). El factor 2.3026 surge de la transformacidn del In a log1o

de la funcién -dN¢/No - p dT.

Se calcul6 la tasa de crecimiento diariamente y se utiliz6 la tasa maxima
encontrada. Se determinoé la tasa de crecimiento promedio de tres réplicas para

cada patron de fosfato en ambas cepas.

5.3. Disefio Experimental
5.3.1. Tratamientos con patrones de suministro de fosfato

Posteriormente a que los cultivos alcanzaran la deficiencia por fosfato, se
realizaron los experimentos de pulsos de fosfato utilizando cinco concentraciones
(05,1, 2, 5y 10 uM). Cada concentracion se dividi6 en dos tratamientos con

patrones distintos de suministro: pulso Unico y secuencia de pulsos. Para ello, se



realiz6 una dilucién de 250 ml del cultivo en 750 ml de medio fresco BG11-N-P.
Dicho cultivo diluido fue separado en cinco botellas (200 ml por botella). Cada
botella recibié una concentracién inicial diferente de fosfato: 0,5, 1,2, 5y 10 uM. Se
hicieron dos series de cinco botellas donde se utilizaron dos patrones de
suministro de fosfato: en una serie se suministraron las concentraciones de fosfato

indicadas en una unica vez (pulsos Unicos) y en la otra serie en secuencia de pulsos

(10 pulsos) (Fig. 1).

1. Pulso tnico 2. Secuencia de pulsos

c :

£

9-'; ‘E 12345678910
M m
3 . = AN
&~ Tiempo (60min) & Tiempo (60min)

Figura 1.Esquema que ilustra los patrones de suministro de fosfato utilizados en los experimentos:

pulso Unico y secuencia de pulsos de fosfato.

En la serie de secuencia de pulsos la concentracién de fosfato inicial se suministré
de forma fraccionada (1/10) en el lapso de 54 minutos (un pulso de fosfato cada 6
minutos). Luego, cada alicuota fue separada en tres réplicas para su inmediata
incubacién (Tabla I) para evaluar la tasa de crecimiento resultante. Durante los
experimentos se utilizaron las mismas condiciones de luz y temperatura

mencionadas anteriormente.

Tabla I. Disefio de los tratamientos que se realizaron con cada aislamiento de C. raciborskii

(MVCC19 y CCMP1973).

Tratamiento Pulso Gnico Pulsos cortos
(3 réplicas) 1xPOs (M) 10 x PO (M)

At = 6 min
1 0,5 0,05
2 1 0,1
3 2 0,2
4 5 0,5
5 10 1

10



Se midi6 diariamente la densidad éptica a 750 nm (DO7s0) de los cultivos para
ambos aislamientos, hasta que estos alcanzaron la fase de muerte (U2 < p1). Se
determiné la fase exponencial, estacionaria y de senescencia en cada tratamiento

para ambos aislamientos.

5.4. Determinacion de la tolerancia al estrés por fosfato

Se estableci6 la tolerancia al estrés por fosfato en cada tratamiento mediante la
determinacion de la fase de senescencia, considerandose ésta como la pendiente

negativa después de obtener la biomasa maxima.

5.5. Determinacion de la morfologia

Se tomaron muestras al inicio y durante la fase exponencial de crecimiento para
cada tratamiento y cada aislamiento. Las muestras se fijaron con formol al 1 % y
posteriormente se midi6 el largo y ancho de los filamentos con microscopio 6ptico
al 100X en 20 filamentos por replica. Se calculé el volumen especifico (um3),
superficie (um2) y la relacién superficie/volumen (S/V, um1) de los filamentos de
ambos aislamientos a partir de figuras geométricas en base a las medidas

morfolégicas de 20 organismos por replica (Hillebrand et al. 1999).

5.6. Analisis de datos

Se realizaron ANOVAs de dos vias para determinar diferencias significativas entre
las tasas de crecimiento, volumen especifico y relaciéon superficie volumen;
patrones de fosfato (factor 1) y las concentraciones (factor 2) usando SigmaPlot
11. También se realiz6 ésta prueba para determinar diferencias entre las cepas,
para la cual los factores utilizados fueron los patrones de fosfato y las cepas. La
comparacion de los valores de volumen especifico promedio entre patrones de
fosfato, para la cepa norteamericana, y la relacion superficie/volumen promedio,
para la cepa sudamericana, se realizaron con el andlisis no paramétrico de Kruskal-

Wallis debido a que estos no cumplieron con los supuestos de normalidad y

11



homogeneidad de varianza, atin aplicando transformaciones sencillas (Statistica
8.0). Para evaluar las diferencias entre los distintos patrones de fosfato para cada
concentracion se realizé la prueba t de Student en ambas cepas, usando SigmaPlot

11.

Se determind el indice de cambio de las tasas de crecimiento de cada aislamiento
como el cociente entre la tasa de crecimiento obtenida con la secuencia de pulsos
sobre la tasa de crecimiento correspondiente al pulso unico (u secuencia de

pulsos/p pulso tinico)-1.

6. RESULTADOS

6.1. Crecimiento del aislamiento sudamericano frente a diferentes patrones

de fosfato

AS present6 una tasa de crecimiento promedio significativamente mayor cuando el
fosfato se suministré en una secuencia de pulsos. Esta fue de 0,302 + 0,075 d1 y de
0,239 + 0,054 d-! para el patrén de pulso unico (Fig. 2 AS, Tabla II). Las diferencias
observadas entre los patrones de fosfato no dependieron de la concentracion
agregada (Tabla II). No se observaron diferencias significativas en las tasas de
crecimiento para las concentraciones agregadas (pruebas de t: p > 0,05, a 10 pM

MW: p > 0,05)

La tasa de crecimiento maxima se observo en la secuencia de pulsos a 10 uM de
fosfato (0,405 + 0,014 d1) mientras que para el patréon de pulso unico la tasa

maxima se determiné a 2 uM de fosfato (0,296 + 0,041 d-1) (Fig. 2 AS).

Se observo una fase lag de 2 dias antes del crecimiento exponencial para el patrén
de pulso unico (Fig. 3 AS1). Sin embargo, se observé un dia de fase lag para la
secuencia de pulsos (Fig. 3 ASz), con una disminucidon de la biomasa (DO7s0) al
inicio de la incubacién. Para el patron de pulso unico, los cultivos comenzaron la
senescencia a partir del dia 3 en la mayoria de las concentraciones aplicadas,
mientras que a 2 uM de fosfato la biomasa disminuy6 a partir del dia 4. Para la

secuencia de pulsos, la senescencia fue a parir del dia 4 (dia 5 para 2 uM de
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fosfato), excepto en el tratamiento de 10 pM en el cual no se observo senescencia

para este patron.
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Fig. 2. Tasa de crecimiento en funcién de la concentracién de fosfato agregada para ambos patrones
de pulsos en el aislamiento sudamericano (A) y en el norteamericano (B). En circulos negros: pulso
Unico y en circulos blancos: secuencia de pulsos.

Tabla II: Resultados de los ANOVAs de dos vias (patrén y concentracion, alfa: 0,05) para la tasa de
crecimiento de la cepa norteamericana (AN) y de la cepa sudamericana (AS). Se indica el parametro
F y los grados de libertad, *: diferencias significativas.

Factores F (grados de libertad) p
AN-Patron 37,009 (1) <0,001*
AN-Concentracion 1,771 (4) 0,174
AN-PatrénXConcentracion 0,0003 (4) 0,306
AS-Patron 5122 (1) 0,035*
AS-Concentracién 2,492 (4) 0,076
AS-PatréonXConcentracion 1,975 (4) 0,137
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Fig.3. Densidad 6ptica a 750 nm en funcién del tiempo en dias para el aislamiento sudamericano
(AS) y norteamericano (AN). Los subindices indican el patrén de pulso de fosfato; 1: pulso tnico, 2:
secuencia de pulsos. En circulos negros a 0,5 uM, circulos blancos: 1 uM, triangulo negro: 2 pM,
tridngulo blanco: 5 pM y cuadrado negro: 10 uM de fosfato.

6.2. Crecimiento del aislamiento norteamericano frente a diferentes

patrones de fosfato

ANpresent6 una tasa de crecimiento promedio significativamente mayor para la
secuencia de pulsos (Fig. 2 AN, Tabla II), al igual que AS. Esta fue de 0,394 + 0,066

d-1para la secuencia de pulsos y de 0,201 + 0,032 d-1 para pulso tnico.
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Para ambos patrones de pulsos de fosfato la tasa maxima de crecimiento se
determiné a 10 pM de fosfato (Fig. 2 AN). La tasa de crecimiento a esta
concentracion fue significativamente superior en la secuencia de pulsos (prueba de
t: p < 0,001) (Fig. 2 AN; 0,476 + 0,023 d! y de 0,249 + 0,038 d-! pulso dnico).
También se observaron diferencias significativas entre los patrones de fosfato a 5
UM (prueba de t: p < 0,05) donde la tasa de crecimiento para la secuencia de pulsos

fue de 0,367 + 0,087 d'1y de 0,208 + 0,017 d! para el pulso Unico.

Se observo una fase lag de 1 dia para ambos patrones de pulsos (Fig. 3 AN). Sin
embargo, la fase exponencial para la secuencia de pulsos (Fig. 3 AN2) comenzo el
dia 2, mientras que para el pulso tnico (Fig. 3 AN1) el inicio de ésta fase se observé
el dia 5. La fase estacionaria fue alcanzada primero en la secuencia de pulsos, en el
dia 5 para todas las concentraciones, excepto a 10 uM de fosfato que continué
creciendo hasta el dia 8. Para el patron de pulso tnico (Fig. 3 AN1) no se observo
senescencia en los cultivos, ya que no se registré un descenso en la DO750 mientras
perduro el experimento (11 dias). En el patron de secuencia de pulsos (Fig. 2 AN2)
se observo la senescencia a partir del dia 4 en el tratamiento de 0,5 pM de fosfato, a
partir del dia 5 en los tratamientos de 1, 2 y 5 pM y a partir del dia 8 para el
tratamiento de 10 uM.

6.3. Comparacion del efecto del patron de pulsos de fosfato en la tasa de

crecimiento de ambos aislamientos

La mayor diferencia entre patrones de pulsos se observo a1 pM para ANy a 10 uM
de fosfato para AS. En el tinico caso que se observé que la tasa de crecimiento fue
mayor o igual fue en el pulso unico a 2 pM de fosfato para AS (Fig.4). El AN
presenté una mayor tasa promedio que el AS para el tratamiento de secuencia de
pulsos, mientras que para el patrén de pulso unico ésta fue mayor en AS (Fig.2). La
tasa de crecimiento a 2 uM de fosfato fue significativamente superior en AS para el
pulso tinico (prueba de t: p < 0,05). Esta fue de 0,296 + 0,041 d-! para ASy 0,179
0,047 d! para AN. Para la secuencia de pulsos no se observaron diferencias

significativas entre aislamientos. #Ambas cepas tuvieron respuestas
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significativamente distintas de acuerdo al patrén de pulsos de fosfato otorgado

(Tabla III).

La tasa maxima de crecimiento para la mayoria de las concentraciones de fosfato
fue alcanzada entre los dias 2 y 3 en ambos aislamientos para los dos patrones de
pulsos, excepto en AN, a 0,5, 2, 5y 10 uM de fosfato para el patrén de pulso unico,

donde la tasa maxima de crecimiento se registré entre los dias 5 y 8.

14
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Fig. 4. Indice de cambio en las tasas de crecimiento de cada cepa de acuerdo al pulso de fosfato
aplicado relacién (secuencia pulsos/pulso inico)-1, para cada concentracion de fosfato aplicada.

Tabla III. Resultados del ANOVA de 2 vias (cepa y patron, alfa: 0,05) para las tasas de crecimiento.
Se indica el pardmetro F y los grados de libertad. *: diferencias significativas.

Factores F (grados de libertad) p

Cepa 1,382 (1) 0,241
Patréon 31,647 (1) <0,001*
Cepa X Patréon 8,221 (1) 0,006*

16



6.4. Respuesta morfoldgica en el aislamiento sudamericano frente a

diferentes patrones de fosfato

Los valores promedio del volumen especifico no fueron significativamente
diferentes entre los patrones de pulsos (ANOVA: F = 0,140, p = 0,712). Estos fueron
de 690,55 * 48,49 pm?3 para el patréon de pulso unico (Fig. 4 AS1) y de 713,14 +
48,49 um?3 para la secuencia de pulsos, (Fig. 4 AS2). No se observaron diferencias
significativas entre patrones a ninguna de las concentraciones agregadas (prueba
de t: p > 0,05). El maximo valor para esta variable se observo a 2 uM de fosfato y el
minimo a 0,5 uM, en el patréon de pulso Unico. En la secuencia de pulsos, el tamafio
mas grande y el mas chico se registr6 a las mismas concentraciones que para el

pulso dnico (2 uM y 0,5 uM de fosfato, respectivamente).

La relacion S/V promedio de los filamentos fue significativamente superior en el
patrén de pulso tnico (Fig. 6 AS; 1,79 £ 0.02 um1y de 1,73 + 0,07 um-1, pulso dnico
y secuencia de pulsos, respectivamente, KW: p < 0.05). Sin embargo, la maxima
relacion S/V se observo a 0,5 uM de fosfato, en la secuencia de pulsos (Fig. 6 AS2;
1,82 + 0,29 pm-1). En éste patron también se observé la minima relacion S/V, a 5
uM de fosfato (Fig. 6 ASz; 1,66 + 0,29 um-1), siendo significativamente superior en
el pulso Unico (prueba de t: p < 0,05, Fig. 6 ASs; 1,82 + 0,27 um-1). El valor mas bajo
en el pulso Unico se observé a 2 uM (Fig. 6 AS1; 1,75 + 0,29).
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Fig. 5. Volumen especifico en funcién de la concentraciéon de fosfato para el aislamiento
sudamericano (AS) y el norteamericano (AN). Las lineas verticales indican el desvio estandar. Los
subindices indican el patrén de pulso de fosfato; 1: pulso unico (circulos negros), 2: secuencia de
pulsos (circulos blancos).

18



2.4
A51 ASZ

1.8 b

SV (um™}

1.4 A

1.2 A A

1.0 T T T T T T T T T T

2.4

AN,
2o | AN,

2.0 B

1.6

SV (um™}

14 4 B

1.0 T T T T T T T T T T
0.5 1 2 5 10 0.5 1 2 5 10

Concentracion de fosfato (uM) Concentracion de fosfato (uM)

Fig. 6. Relacion superficie/volumen en funcién de la concentraciéon de fosfato para el aislamiento
sudamericano (AS) y el norteamericano (AN). Las lineas verticales indican el desvio estandar. Los
subindices indican el patrén de pulso de fosfato; 1: pulso unico (circulos negros), 2: secuencia de
pulsos (circulos blancos).

6.5. Respuesta morfolégica en el aislamiento norteamericano frente a

diferentes patrones de fosfato

El valor promedio del volumen especifico para el AN fue significativamente
superior en el pulso Unico (846,60 + 177,33 um3, y de 562,57 + 87,62 um3, pulso
Unico y secuencia de pulsos, respectivamente, KW: p < 0,05). El maximo valor de
volumen especifico se encontr6 a 1 pM de fosfato en el pulso unico (Fig. 5 ANy;

1153,94 = 689,71 um3), siendo significativamente superior al volumen encontrado
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en la secuencia de pulsos (Fig. 5 ASz; 598,70 + 283,36 um3). El volumen especifico
mas bajo se registréo a 10 uM de fosfato en la secuencia de pulsos (Fig. 5 ANy;
479,78 + 281,86 pm3). A 0,5 y 5 pM de fosfato también se observaron diferencias
significativas entre los pulsos (Tabla IV); en ambos casos el volumen especifico fue
mayor en el pulso Unico. En la secuencia de pulsos el mayor volumen especifico se
registré a 2 uM de fosfato (Fig. 5 AN2; 695,79 * 350,67 um3). En el pulso unico, el
volumen especifico mas bajo se observé a 5 pM de fosfato (Fig. 5 ANy; 726,58 +

360,09 um3).

Se observdo wuna diferencia significativa entre pulsos en la relacion
superficie/volumen promedio (Tabla V). Esta fue de 1,71 + 0,1 um para el pulso
unico y 1,86 + 0,03 um-! para la secuencia de pulsos (Fig.6. AN). Las diferencias
observadas entre los patrones dependen de la concentracién agregada (Tabla V).
La maxima relacién S/V se registréo a 10 uM de fosfato en la secuencia de pulsos
(Fig. 6 AN2; 1,91 £ 0,24 pm1) y el valor mas bajo se observo en el pulso tnico a 1
uM (Fig. 6 ANy; 1,56 + 0,33 um1). Los valores para esta variable morfométrica a 0,5
y 1 uM de fosfato fueron significativamente superiores en la secuencia de pulsos
(Tabla IV). Para el pulso tnico, la mayor relacién S/V se observé a 5 uM de fosfato
(Fig. 6 ANy; 1,81 + 0,28 um-1) y para la secuencia de pulsos la menor relacion S/V
se registré a 2 uM (Fig. 6 AN 2; 1,83 + 0,30 pm1).

Tabla IV. Prueba de t entre patrones de fosfato a cada concentracién agregada; pulso Uinico versus
secuencia de pulsos, para la variable volumen especifico, en el aislamiento norteamericano. ns: no
significativo.

Volumen Relacion S/V
0.5 uM 0,005 0,003
1 uM 0,018 0,002
2 uM ns ns
5 uM 0,022 ns
10 uM ns ns
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Tabla V. Resultado del ANOVA de 2 vias (patrén y concentracién) para la relacidon
superficie/volumen en el aislamiento norteamericano. *: diferencias significativas

Factores F (grados de libertad) p
Patréon 30,149 (1) <0,001*
Concentracion 3,517 (4) 0,025%*
Patrén X Concentracion 2,972 (4) 0,04.5%*

6.6. Comparacion en las respuestas de crecimiento y morfologia de los

aislamientos

Se observaron diferencias en las respuestas de los aislamientos segun el patrén de
fosfato en las dos variables morfologicas; volumen especifico y relacién S/V
(ANOVA: F = 14,546, p < 0,001, F = 16,267, p < 0,001, respectivamente). Mientras
que AS presenta mayor volumen especifico promedio en la secuencia de pulsos, en
AN esto se observa en el patrén de pulso Unico. Lo contrario sucede con la relacion
S/V, siendo superior en AS en el pulso tnico y en AN en la secuencia de pulsos. En
AN el volumen especifico disminuy6 significativamente a 0,5, 1 y 5 uM de fosfato
cuando se aplico el patron secuencia de pulsos (Tabla IV), mientras que en AS no se

observaron diferencias significativas entre los patrones a ninguna concentracion.

La relacion S/V a 0,5 y 1 uM de fosfato en AN aumenté significativamente para el
patron secuencia de pulsos (Tabla IV), mientras que AS lo hizo a 5 uM de fosfato
pero para el patrén de pulso Unico. Se observan diferencias entre aislamientos, en
cuanto a los valores maximos y minimos de tasa de crecimiento y ambas variables
morfoldgicas. La tasa de crecimiento de AS fue menor cuando se registro6 el valor
mas bajo de volumen especifico y la mayor relacién S/V. Sin embargo, en esas

mismas condiciones, AN alcanz6 la mayor tasa de crecimiento (Tabla VI).
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Tabla VI. Valores maximos (A) y minimos (V) absolutos de tasa de crecimiento (), volumen
especifico (V) y relacién superficie volumen (S/V) encontrados en el aislamiento sudamericano

(AS) y el norteamericano (AN). Se indica en que patréon y concentraciéon de fosfato (uM) se
registraron.

Cepa [P] (M) Pulso tGnico Secuencia de pulsos
11 \% S/V n \' S/V

AS 0,5 v v A

AS 1

AS 2 A v

AS 5

AS 10 A

AN 0,5 \4

AN 1 A v

AN 2

AN 5

AN 10 A v A
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7. DISCUSION

Los resultados permitieron demostrar la flexibilidad fisiolégica de
Cylindrospermopsis raciborskii para optimizar el crecimiento de acuerdo al patrén
de disponibilidad de fosfato. Ambos aislamientos mostraron tasas de crecimiento
diferentes a la misma concentracién de fosfato agregada. La tasa de crecimiento
fue mayor cuando el fosfato se suministr6 en una secuencia de pulsos. Este
aumento en la tasa de crecimiento es el resultado de un proceso fisioldgico
adaptativo de corta escala temporal de los sistemas de incorporacion de fosfato
(Aubriot et al. 2011). En este trabajo se aplic6 una secuencia de pulsos que
provocd un tiempo de exposiciéon al fosfato igual o mayor a 54 minutos. La
respuesta flexible del organismo depende de dos aspectos principales: el tiempo de
exposicién al factor ambiental y el tiempo que necesita para modificar su fenotipo
(tiempo de reaccion) (Walters 2005, Stomp et al. 2008). El efecto de optimizacion
del crecimiento en la secuencia de pulsos estaria relacionado con el mayor tiempo
de exposicion al fosfato externo provocado en este tratamiento, lo que permiti6 la
rapida optimizacion energética en la obtencion y asimilacion del recurso (Aubriot
et al. 2011). Stomp et al. (2008) encontraron que el tiempo de exposicién y el
tiempo de respuesta en cianobacterias durante la adaptacidon cromatica puede ser
decisivo para las especies en ambientes fluctuantes. Por otro lado, Aubriot et al.
(2011) mostraron recientemente que fitoplancton dominado por cianobacterias es
capaz de adaptar la incorporacion de fosfato cinética durante cortas fluctuaciones
de fosfato. En un estudio previo con la cianobacteria filamentosa Anabaena
variabilis se observo una respuesta adaptativa a una secuencia temporal de pulsos
de fosfato en el lapso de 80 minutos donde un pulso persistente del nutriente
provoca un estado adaptado con nuevas propiedades cinéticas y mantenidas en el
tiempo (Falkner et al. 2006). Estas respuestas resultan en una mayor optimizacién
de la asimilacion del fosfato, lo que seria un factor clave en la estimulaciéon del
crecimiento de cianobacterias (Aubriot 2008). Las respuestas adaptables de los
organismos muestran que los modelos clasicos de la tasa de crecimiento en funcién

de las concentraciones externas de recursos (Monod 1950), o cuotas celulares
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(Droop 1973), no reflejan la complejidad del crecimiento frente a las condiciones

ambientales variables del recurso.

Las cianobacterias poseen una gran flexibilidad fenotipica para adecuarse a los
cambios en el ambiente (Stomp 2008). En C. raciborskii se observé una gran
flexibilidad en caracteres fenotipicos involucrados en la captacion vy
aprovechamiento de la luz (Fabre 2011). Esta capacidad le permite aclimatarse y
optimizar su crecimiento en ambientes con distintas intensidades luminicas. Esto
evidencia la importancia de la aclimatacién de los organismos para mejorar su
aptitud en el habitat (Fabre 2011). También se han descrito algunos caracteres
flexibles, como por ejemplo morfoldgicos, frente a distintas concentraciones de
nitrégeno, segun la fuente de nitrogeno disponible o la deficiencia por fésforo
(Hawkins et al. 2001, Shafik et al. 2001). En este estudio la tasa de crecimiento
promedio de ambas cepas fue superior cuando el fosfato se suministré en el patrén
de secuencia de pulsos. Esto indicaria la capacidad de la especie de adaptarse
fisiol6gicamente en una escala temporal de minutos y asi optimizar su crecimiento.
Esto le permitiria hacer un uso eficiente de las entradas transitorias de fosfato en
ambientes fluctuantes, lo que redundaria en un aumento de su aptitud en el

ambiente y seria una ventaja frente a otras especies.

En un estudio de campo Posselt et al. (2009) observaron que las adiciones diarias
de fosfato in situ pueden causar aumento de la biomasa y dominancia de C.
raciborskii. En estudios de laboratorio, se observo que C. raciborskii es capaz de
incorporar y acumular fosfato rapidamente debido a su gran afinidad por el
nutriente y la alta capacidad de almacenamiento (Isvanovics et al. 2000). Otros
estudios han correlacionado la concentracién de fosfato con la cuota celular de C.
raciborskii que sugieren que ésta puede excluir a otros organismos del fitoplancton
por competencia por fosfato (Padisak et al.1997, Antenucci et al. 2005, Burford and
O’Donohue 2006). Ambos estudios de laboratorio y de campo confirman que C.
raciborskii tiene una ventaja sobre otro fitoplancton debido a su habilidad de usar
entradas episddicas de fosfato. Esta gran eficiencia en la obtencién del recurso
limitante, sumado a la flexibilidad fenotipica para optimizar su crecimiento, le
confieren una importante capacidad de crecimiento y colonizacién de ambientes

en condiciones sub-6ptimas.

24



Si bien ambos aislamientos respondieron con tasas de crecimiento superiores en la
secuencia de pulsos, se observaron diferencias en la respuesta entre los
aislamientos. Estas diferencias en la metabolizacién y utilizaciéon del recurso
apoyaria la hipdtesis de multiples ecotipos de la especie. En un estudio reciente
Piccini et al. (2011) muestra como el AS (MVCC19) difiere con otro aislamiento
(MVCC14) de la misma regién geografica en cuanto a morfologia, fisiologia (luz e
incorporacién de fosfato) y genotipo sugiriendo la existencia ecotipos. En ese
estudio también se observé una clara diferencia filogenética en C. raciborskii de
distintos continentes que apoya la division temprana de las poblaciones de la
especie. Dyble et al. (2002) encontraron poblaciones de C. raciborskii morfolégica y
genéticamente mezcladas en lagos de Florida (USA), indicando la presencia de
diferentes ecotipos como el resultado de una rapida evolucién molecular o una
invasion reciente de nuevas cepas. Saker y Neilan (2001) distinguen diferentes
ecotipos de C. raciborskii mediante sus tasas de crecimiento y produccidon de
cylindrospermopsina bajo condiciones de deficiencia por nitrégeno. Asimismo,
Chonudomkul et al. (2004) encontraron diferencias en la tolerancia a la
temperatura entre ecotipos. Los mecanismos que propician la prevalencia de un
ecotipo sobre otro no son claros, pero deberian involucrar adaptaciones
fisiologicas (Carlson 2009), asi como la existencia de ecotipos con distinta
adecuacion ambiental y por ende con distintas respuestas ante los cambios

ambientales.

En este estudio, las diferencias significativas observadas en las tasas maximas de
crecimiento de ambos aislamientos para el pulso tnico podrian reflejar el origen y
la adecuacién al ambiente al cual pertenecen. En AS la tasa maxima de crecimiento
en el patrén de pulso Unico se registr6 a una concentraciéon de fosfato baja (2 uM).
Sin embargo, AN lo hizo para concentraciones mayores (10 uM) en el mismo
patron de fosfato. Esto podria indicar un menor requerimiento de contenido
interno del nutriente por célula en AS o cuota celular de fosfato (Droop, 1973).
Istvanovics et al. (2000) observaron que C. raciborskii es capaz de mantener una
baja cuota celular de fosfato en comparacién a otras cianobacterias, lo que le
permite producir mas biomasa por unidad de fosfato. Esto también podria deberse
a que este ecotipo se encuentra dominando lagos mas templados y se encuentra

adaptado a las condiciones locales no tan éptimas para su crecimiento. Sin
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embargo, AS es capaz de adaptar su crecimiento a las concentraciones mas altas (5
y 10uM) en la secuencia de pulsos, mostrando un amplio rango de respuesta a los
cambios ambientales del nutriente. Por otro lado, AN fue ain mas sensible a los
cambios en la disponibilidad de fosfato para todas las concentraciones, mostrando
una mayor plasticidad fisiolégica que le podria conferir ventajas en un mayor
rango de ambientes. En un estudio en lagos de Florida se observo que la
incorporacién de fosfato favorece a C. raciborskii en lagos con grandes
fluctuaciones del nutriente (Dobberfuhl 2003). AN también mostré una mayor
tolerancia al estrés por la deficiencia de fosfato en ambos patrones de pulsos. Se
podria inferir entonces que AS es oportunista en cuanto a la utilizacién de fosfato,
creciendo rapido, a bajas concentraciones y con una menor persistencia temporal.
Estudios comparativos entre las cianobacterias Anabaena sp. vs Aphanizomenon
mostraron como éstas pueden utilizar varias estrategias en cuanto a la utilizacién
de nitrogeno y fosforo para maximizar su crecimiento (De Nobel et al. 1997).
Anabaena sp. domina cuando hay exceso de fosfato, mientras que Aphanizomenon

lo hace cuando el nutriente se suministra en pulsos.

Briand et al. (2004) realizaron una serie de experimentos para identificar las
caracteristicas fisioldgicas que explicarian la expansion de C. raciborskii hacia
latitudes mas templadas. Estos autores proponen que el éxito de
Cylindrospermopsis en latitudes medias puede ser debido a la capacidad de tolerar
un amplio rango de condiciones climaticas y al calentamiento global. Segun
nuestro trabajo el éxito de C. raciborskii también podria deberse a la alta
flexibilidad fenotipica de la especie a las fluctuaciones en la disponibilidad de

fosfato a corto plazo lo que podria explicar su comportamiento invasivo.

En la morfologia también se observo que AN es mas plastica a los cambios en la
disponibilidad de fosfato. Se observaron diferencias significativas entre pulsos
para ambas variables morfométricas, medidas tanto a bajas como a altas
concentraciones de fosfato. Sin embargo, en AS, solo se registraron diferencias
significativas en la relaciéon S/V a concentraciones altas (5 uM). AS parece ser mas
flexible a la disponibilidad de fosfato a altas concentraciones del nutriente. Esto
sugiere diferencias intraespecificas en la adecuaciéon ambiental. Estas diferencias

en la morfologia también podrian deberse a que los aislamientos pertenecen a
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distintas regiones geograficas. Sin embargo, en un andlisis taxondémico
comparativo de distintas poblaciones de C. raciborskii provenientes de distintas
latitudes Vidal & Kruk (2008) no encontraron ninguna asociaciéon entre los
distintos morfotipos y su origen geografico. Por lo tanto este estudio sugiere que
los cambios morfolégicos se deben a la flexibilidad fenotipica de la especie ante las

condiciones ambientales.

No se observo una tendencia entre los aislamientos en cuanto a las respuestas
combinadas de crecimiento y morfologia. Cuando los aislamientos alcanzaron el
menor tamafio y la mayor relacion S/V, en AS se registro6 el menor crecimiento y en
AN el mayor. Esto concuerda con Nielsen et al. (2006) que no encontraron relaciéon
entre el crecimiento y la morfologia en cianobacterias multicelulares. Ademas,
segin Saker et al. (1999) el tamafio celular y la forma no estarian sujetos a un

control genético estricto sino que podrian reflejar su condiciéon ambiental.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se demostr6 la flexibilidad fisiolégica de Cylindrospermopsis raciborskii para
optimizar el crecimiento de acuerdo a la disponibilidad de fosfato. La especie
mostré una gran flexibilidad fenotipica reflejada en la capacidad de adaptarse
fisioldgicamente a cambios en la disponibilidad de fosfato a una corta escala

temporal (minutos). Este resultado apoya la hip6tesis 1.

La respuesta diferencial dependié de la forma en que recibieron el nutriente
(pulsos Unicos o secuencia de pulsos), independientemente de la concentracion
absoluta de fosfato aplicada. Los aislamientos mostraron distintas tasas de
crecimiento cuando fueron sometidos a la misma concentraciéon de fosfato
agregado. AN fue sensible a todas las concentraciones, mientras que AS fue mas
sensible en las concentraciones altas (5 pM y 10 uM). La mayor tasa de crecimiento
en ambos aislamientos ocurri6é cuando fueron expuestas a un patrén de secuencia
de pulsos. Este tratamiento produjo un mayor tiempo de exposicion al fosfato
aplicado y por lo tanto permitié la optimizaciéon del crecimiento (Aubriot et al.
2011). Estos fendmenos de adaptabilidad fisiolégica frente a la disponibilidad de
nutrientes han sido poco estudiados en cianobacterias y podrian revelar aspectos
relevantes de su éxito como organismos invasores de ambientes no tan 6ptimos

para su crecimiento.

Las ventajas para el crecimiento fitoplancténico pueden depender de la regulaciéon
final de las reservas, asociado a una posible menor condensacion de polisfosfato y
por lo tanto a una mejor disponibilidad de las reservas intracelulares del nutriente
para el inicio del crecimiento (Aubriot 2008). Futuros estudios deberian incluir
una evaluaciéon primaria de la formacién de los granulos de polisfosfato, para
determinar variaciones en la densidad de los mismos como consecuencia de las

respuestas a los distintos pulsos del nutriente.

Las diferencias entre aislamientos observadas en las respuestas de crecimiento y
morfologia en cuanto a la disponibilidad de fosfato sugieren la existencia de
diferentes ecotipos (hipotesis 2). La existencia de ecotipos con distintas afinidades
por concentraciones altas o bajas de fosfato le permitiria a esta especie tener éxito
en ambientes fluctuantes y en un amplio rango de lagos con distintos estados

tréficos (Dokulil & Teubner, 2000, Piccini et al. 2011).
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Sin embargo, en presencia de otros organismos se generan interacciones que
pueden provocar cambios fenotipicos reciprocos en las especies interactuantes
(Agrawal 2001). Segin Aubriot et al. (2011) el comportamiento adaptativo
observado en el fitoplancton en cuanto a la disponibilidad de fosfato brinda una
perspectiva alternativa para explicar la coexistencia de muchas especies de
fitoplancton. Asi, la adaptabilidad de Cylindrospermopsis raciborskii podria
minimizar las diferencias interespecificas en la obtencion del nutriente limitante y
permitir la coexistencia con otros organismos. Investigaciones recientes sugieren
que las comunidades dominadas por C. raciborskii son mas diversas que las
dominadas por otras filamentosas (Bonilla et al. en prep.). Sin embargo, se
requieren futuros estudios sobre la adaptabilidad en la incorporacion de fosfato de

la especie en cultivos que incluyan otros organismos y en condiciones naturales.
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