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RESUMEN

El fitoplancton brinda numerosos servicios ecolégicos, como la produccion
primaria y el secuestro de gases de efecto invernadero. Por otra parte, el
crecimiento en exceso de ciertas especies, principalmente cianobacterias
productoras de toxinas, resulta un riesgo para los ecosistemas acuaticos y el
hombre. Entre estas especies se encuentra Cylindrospermopsis raciborskii, de
origen tropical y potencial productora de toxinas, la cual se encuentra en
expansién hacia zonas templadas y subtropicales. Por estas razones es
necesario predecir la respuesta del fitoplancton a los cambios ambientales. Sin
embargo, la prediccion a nivel de especies resulta casi imposible, no ocurriendo
lo mismo cuando estas son agrupadas. Para tal fin, el modelo de grupos
funcionales basados en morfologia (GFBM), que agrupa a los organismos en
base a rasgos morfologicos (ej. volumen, V; dimension maxima lineal, MLD;
superficie-volumen, S/V), que reflejan sus desempefio en el ambiente, resulta
una herramienta util. Para generar un método predictivo, este modelo debe ser
validado experimentalmente, iniciandose dicha validacion en el estudio de una
sucesion autogénica. En el presente trabajo se llevaron a cabo experimentos
comunitarios bajo condiciones de temperatura y carga de nutrientes similares a
las de un lago eutréfico durante el verano. En todos los casos se realizé un
seguimiento de la biomasa, de los rasgos morfolégicos y del reemplazo de
GFBM en la sucesién. Se hicieron dos tratamientos uno unicamente con
inéculo al inicio y otro con inéculo inicial e invasion de Cylindrospermopsis
raciborskii en un estadio intermedio de la sucesion. En este ultimo se evaluaron
los efectos en la comunidad y en la especie invasora. En todos los casos, el
transcurso de la sucesion resultd en la dominancia de organismos
pertenecientes al GFBM lll (filamentos con alto MLD y alta S/V) que se ven
favorecidos cuando la intensidad de luz es baja. Este GFBM incluye numerosas
especies potenciales productoras de toxinas, lo cual tiene implicancias para el
uso de los sistemas. Por otro lado, los resultados coinciden con lo observado
en la naturaleza y en modelos sobre la sucesion de GFBM en sistemas
eutréficos someros, asi como con la teoria del tercer estado estable formulada
para éstos. En cuanto a C. raciborskii, se observé su persistencia en la
comunidad pero no su dominio. Sin embargo se constataron efectos negativos
sobre el crecimiento global, posiblemente gracias a la produccion de
aleloquimicos. La ausencia de dominancia podria ser explicada en base a
diferencias de nicho y adecuacion biolégica entre C. raciborskii y la comunidad,
o a través de la teoria de neutralidad emergente. Finalmente, para continuar el
camino hacia la validacion del modelo de GFBM y la evaluacién de C.
raciborskii con esta metodologia, se sugiere la introduccion de nuevas
condiciones de temperatura y carga de nutrientes, asi como de nuevas
variables ambientales, tales como la herbivoria.



INTRODUCCION

El fitoplancton es un ensamblaje de organismos (microalgas y cianobacterias)
que viven suspendidos en la columna de agua (Reynolds, 1984). Esta
compuesto por organismos autétrofos que ocupan un amplio rango de tamanos
y formas (Finkel et al., 2009). Ademas son responsables de aproximadamente
la mitad de la producciéon primaria global marina (Arrigo, 2005), siendo
fundamentales para el desarrollo de los ciclos biogeoquimicos globales (ej.

oxigeno, didxido de carbono, Litchman & Klausmeier, 2008).

A pesar de los beneficios que provee el fitoplancton, el crecimiento excesivo de
algunas especies, principalmente cianobacterias téxicas en los sistemas
limnicos, tiene consecuencias negativas para el hombre (Chorus & Bartram,
1999) y los ecosistemas (Scheffer, 1998). Asimismo, y recientemente, han
aparecido ejemplos de especies de este grupo con comportamiento invasor,
gue se dispersan y desarrollan en nuevos sitios impactando a las comunidades
o ecosistemas locales (Litchman, 2010), como es el caso de
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba Raju, una
cianobacteria inicialmente considerada tropical, que cuenta con registros cada
vez mayores en zonas subtropicales y templadas (Padisak, 1997; Wood &
Stirling, 2003; Hamilton et al., 2005; Vidal & Kruk, 2008; Garcia et al., 2009).
Por lo tanto, es necesario contar con un método que permita predecir su
aparicion y desarrollo bajo determinadas condiciones ambientales (Kruk et al.,
2010). Para lograr dicha meta es necesario evaluar la variabilidad temporal de
las comunidades fitoplanctonicas. Los factores que afectan dicha variabilidad
involucran aspectos externos (ej. temperatura, hidrodinamica, nutrientes, luz,
depredadores, entre otros) (Reynolds, 1984) y aspectos autogenerados por la

comunidad (ej. competencia, facilitacién) (Roy & Chattopadhyay, 2007).

Aun conociendo los factores condicionantes, sus efectos sinérgicos, asi como
aspectos poblacionales y comunitarios, no es posible predecir a nivel de
especies el desarrollo de una comunidad de fitoplancton en un ambiente
determinado (Beninca et al., 2008). Sin embargo, la prediccién a nivel de
grupos de especies es mas factible (Kruk et al., 2002; Kruk et al., 2010; Kruk et
al., 2011). Para esto se puede emplear, por ejemplo, el sistema de clasificacién
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taxonomica (ej. Watson et al., 1997), pero este ha demostrado ser poco
efectivo (Kruk et al., 2011). El fitoplancton también puede ser agrupado segun
su funcién ecoldgica o en base a rasgos funcionales (ej. morfolégicos, entre
otros, Reynolds et al., 2002; Violle et al., 2007; Litchman & Klausmeier, 2008).
Kruk et al. (2010) han propuesto la clasificacion del fitoplancton en base a
grupos funcionales basados en morfologia (GFBM), los cuales reflejan la
fisiologia y la adecuacion de los organismos al ambiente, como una
aproximacién para la agrupacion de los organismos de acuerdo a sus rasgos

morfoldgicos individuales, tales como la dimension maxima lineal (MLD, por su

(o o |
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GRUPGQ | Sh 54 GRUPO NI SV 1.8 ST SNV18
MLD: 7.8 MLD: 171 GRUPO I MLD: 85.7 GRUPO IV MLD: 37
W 2444 V. 3143 oo 43152
GRUPO V SN2 GRUPO VI SNV 11 SN A
MLD: 17.5 MLD: 44.1 GRUPG VI MLD: 30.1

Figura 1. Representacion esquematica de algunos de los organismos pertenecientes a cada
Grupo Funcional Basado en la Morfologia (GFBM). Se muestran los valores promedio de
Volumen (V, pm3), superficie-volumen (S/V, pm'1) y dimensién maxima lineal (MLD, ym) para
cada uno de ellos. Modificado de Kruk et al. (2010).

sigla en inglés), la relacion superficie-volumen (S/V), presencia de aerotopos,
entre otros. Dichos rasgos pueden ser medidos empleando métodos mas
sencillos que aquellos necesarios en otras clasificaciones. Por ejemplo, los
experimentos necesarios para estimar la tasa de crecimiento de un organismo
o incluso el analisis molecular preciso para reconocer la identidad de una
especie. En el marco de los GFBM, no es necesario conocer exactamente la
afiliacion taxondémica de los mismos (Kruk et al., 2010). Esto es una gran
ventaja para el reconocimiento de grupos fitoplancténicos por parte de técnicos
no expertos en taxonomia, como pueden ser los encargados del monitoreo de

los cuerpos acuaticos.



En base al modelo de los GFBM, el fitoplancton es clasificado en siete grupos
(Figura 1). Los GFBM | (ej. Synechococcus sp., Chlorella minutissima) y |l
(Chrysophyceae, ej. Mallomonas pulcherrima) se caracterizan por el pequefo
tamafio y la alta relacién superficie-volumen de los organismos que lo
componen, siendo la presencia de estructuras siliceas y flagelo rasgos
caracteristicos de este ultimo. Los GFBM IV y V estan conformados por
organismos de tamafo intermedio a grande, sin presencia de rasgos
particulares en el primero mientras que el ultimo agrupa a organismos
flagelados unicelulares. EI GFBM VI incluye organismos que se caracterizan
por la presencia de estructuras siliceas y la ausencia de flagelo (Diatomeas).
Este grupo abarca un amplio rango de tamafios y estrategias de vida (ej.
Cyclotella atomus, una diatomea pequefia, y Aulacoseira granulata, una
diatomea grande). Por ultimo, los GFBM IIl y VIl estan compuestos por los
organismos de mayor tamano (ej. Cylindrospermopsis raciborskii y Microcystis
aeruginosa, respectivamente). El primero corresponde a grandes filamentos de
alta relacion superficie-volumen, y el segundo esta compuesto por grandes
colonias de baja relacion superficie-volumen, rodeadas de mucilago (Kruk et
al., 2010). Si bien todos los GFBM son relevantes para evaluar las variaciones
comunitarias y sus funciones asociadas, algunos son relativamente mas
trascendentes ya que incluyen especies potencialmente nocivas (en agua
dulce, GFBM lll y VII, Kruk et al., 2010).

Para utilizar a los GFBM como un método predictivo validado es necesario
analizar si su sucesion temporal coincide con lo esperado de acuerdo con las
caracteristicas morfolégicas de los organismos. Esto es conocido
principalmente para sistemas templados eutréficos (Modelo Grupo en Ecologia
de Fitoplancton, Sommer et al, 1986, Lampert & Sommer, 2007) vy
experimentos con comunidades naturales (ej. Sommer, 1991). En este marco,
la sucesién autogénica se produce en ausencia de la variacion de factores
externos a la comunidad (Figura 2), siendo esta ultima la Unica capaz de
generar cambios en su ambiente (Reynolds, 1984). Al inicio de la misma se
produce el crecimiento de organismos pioneros (Reynolds, 1997), de pequefio
tamano, y por lo tanto con alta relacion superficie-volumen. Dichos organismos

tienen una alta tasa de crecimiento y se los puede clasificar como estrategas r



(Margalef, 1978). Los mismos modifican las condiciones ambientales haciendo
posible la persistencia de otros grupos. A medida que avanza la sucesion,
ademas del aumento de biomasa, se puede observar la coexistencia de
organismos con diversos rasgos. Luego, la sucesion alcanza un estado
maduro, de equilibrio o “climax” (Reynolds, 1997), donde se estabiliza el
aumento de la biomasa. En esta etapa dominan organismos de gran tamaiio,
los cuales pueden tener forma filamentosa o colonial y estan caracterizados por
bajas tasas de crecimiento. Se trata de organismos que resultan mejores
competidores cuando los recursos se ven disminuidos, dichos organismos, se
pueden definir como estrategas K (Margalef, 1978). El transcurso de la
sucesion ha sido analizado agrupando a las especies en GFBM utilizando
modelos matematicos y comparandolos con la sucesion en un lago
hipereutréfico somero (Segura et al.,, 2010a). Este trabajo es la primera

aproximacién experimental utilizando GFBM.

Maduracion

"Climax"

Biomasa

niciacion

Tiempo
Figura 2. Fases de una sucesion autogénica y GFBM dominantes al inicio y al final de la
misma. Modificado de (Reynolds, 1997).

Cylindrospermopsis raciborskii es una cianobacteria filamentosa de gran
tamanfo y alta relacion superficie-volumen, que puede presentar heterocitos y
acinetes (Graham et al., 2009), por lo que se encuentra en el GFBM lll. Gracias
a dichos rasgos, hacia el final de una sucesion autogénica esta especie pasaria
a ser una de las dominantes. Ademas C. raciborskii es una cianobacteria con
comportamiento invasor, que se encuentra expandiendo su distribucién desde
el trépico hacia zonas mas templadas. Por lo tanto presentaria caracteristicas

que generarian diferencias con respecto al resto de los representantes del
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GFBM IlI, que la harian especial dentro del mismo. En la actualidad, segun
Briand et al. (2004), se han planteado tres hipotesis para explicar la tal
distribucion. Segun la primera de ellas, diferentes ecotipos de esta especie,
adaptados a bajas temperaturas habrian sido seleccionados durante su
expansién hacia zonas alejadas de los trépicos. La segunda hipdtesis plantea
la amplia tolerancia de C. raciborskii a diversas condiciones ambientales, como
luz y temperatura, que le permitirian persistir en zonas tanto tropicales como
templadas y subtropicales. Por ultimo, el calentamiento global y el consecuente
aumento de las temperaturas de verano, favorecerian el desarrollo de esta
especie de origen tropical en zonas de menor temperatura. Hasta el momento,
ninguna de estas hipotesis ha logrado explicar totalmente expansion de esta
cianobacteria, mientras que algunos autores sugieren la importancia de que
varias de ellas, o todas ellas sean combinadas (Briand et al., 2004; Haande, et
al., 2008). Por ejemplo, las conclusiones del trabajo realizado por Briand et al.
(2004) sugieren que la mayor tolerancia fisiolégica cambios en la intensidad de
luz y temperatura conjunto con el efecto del calentamiento global, serian las
principales causantes de la dispersion de C. raciborskii. De acuerdo a Wiedner
et al. (2007) se trataria principalmente del cambio climatico, ya que este que
permitiria la dispersidn esta cianobacteria tropical hacia zonas templadas y que
estaria implicado en el aumento temprano de la temperatura de germinacion de
los acinetes luego del invierno. Ademas, esta especie presenta ecotipos con
diferentes preferencias ambientales (Piccini et al., en prensa), lo cual explicaria

el éxito de esta especie en diversos sitios del planeta.

Por ultimo, su baja palatabilidad, debido a su tamafo, y la produccion de
sustancias aleloquimicas, metabolitos secundarios con efecto inhibitorio sobre
potenciales competidores o depredadores (Leflaive & Ten-Hage, 2007), le
permitirian establecerse en nuevos ambientes (Figueredo et al., 2007). A pesar
de todas las caracteristicas mencionadas, no ha sido dilucidado aun si esta
cianobacteria es realmente diferente del resto del GFBM Il y no es clara la
forma en que ocurre la invasioén y el lugar que ocuparia dentro de la comunidad
fitoplanctonica receptora. Aun se desconoce si esta especie desplazara a los
grupos predominantes o si coexistira con los mismos en un estadio maduro de

una sucesion. Es por lo tanto necesario evaluar dicho proceso teniendo en



cuenta el efecto de factores que podrian favorecer la invasion de C. raciborskii,
como las altas temperaturas y el aumento en la carga de nutrientes de los

sistemas.

Dado que la eutrofizacion, el proceso por el cual aumenta la carga de
nutrientes en los cuerpos de agua (Kalff, 2002) es un fendmeno que afecta a la
gran mayoria de los sistemas acuaticos en la actualidad y junto con la alta
temperatura, son las condiciones mas propicias para el desarrollo de grupos
nocivos (Briand et al., 2004; Paerl & Huisman, 2008) en este estudio se decidio
simular las condiciones de un lago somero eutrofico, a temperaturas
caracteristicas de la temporada estival de zonas subtropicales. En base a la
informacion previa y en el marco de estas condiciones ambientales nos

planteamos dos hipoétesis:

1) El reemplazo de especies de fitoplancton en una sucesion autogénica va a
depender de la morfologia de los propios organismos y de su pertenencia a los
GFBM.

2) La invasiéon y dominio de Cylindrospermopsis raciborskii en una comunidad
en un estadio maduro de la sucesion, van a ser posibles debido a las ventajas
competitivas de esta especie sobre la comunidad invadida, las cuales se basan
en la utilizacién de recursos (como la luz), la alta temperatura optima y la

potencial produccion de sustancias alelopaticas.

A partir de estas hipotesis se predice que:

1) A lo largo de la sucesion, bajo condiciones de alta temperatura y carga de
nutrientes, se producira un cambio en los rasgos morfoldgicos de las especies
dominantes. Se pasara de la dominancia de organismos del GFBM | a una fase
intermedia en la cual coexistiran varios grupos, para finalizar en un estadio en
el cual la comunidad sera dominada por organismos de los GFBM Il y VII. A su
vez, se producird una disminucidén en el numero de grupos taxonomicos y

GFBM con respecto al indculo.

2) Al introducirse C. raciborskii en la comunidad, ésta pasara a ser la especie

dominante en la fase mas madura de la sucesion.



Objetivo general

Estudiar la sucesién temporal de GFBM y las consecuencias de la introduccion
de C. raciborskii en la comunidad fitoplancténica en condiciones de alta carga

de nutrientes y temperatura.

Objetivos especificos

1) a- Analizar el cambio temporal de la biomasa de la comunidad

fitoplanctonica mediante estimadores globales.

b- Realizar un seguimiento de los rasgos morfolégicos de los

organismos.

c- Determinar los GFBM dominantes en diferentes momentos de la

sucesion.

2) Evaluar los cambios ocurridos luego de la introduccion de C. raciborskii,
tanto en si misma como en la comunidad, en cuanto a biomasa, morfologia y a

composicion.
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MATERIALES Y METODOS

La aproximacién empleada en este trabajo fue la realizaciéon de experimentos
de microcosmos utilizando fitoplancton natural de sistemas dulceacuicolas de
Uruguay. En los experimentos se realizaron seguimientos temporales de
inéculos de composicion diversa en medio de cultivo y condiciones controladas
(nutrientes, intensidad luminica, fotoperiodo, temperatura, mezcla). Esto se
llevd a cabo en tres ocasiones realizando tres experimentos, dos de ellos piloto
y uno final, bajo diferentes condiciones (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion general de los 3 experimentos realizados. S: Control; C: Invasion con C.

raciborskii; Exp: experimento; F.Q.B.: Seccién Fisico-Quimica Bioldgica; S.L.: Seccion
Limnologia.

Concentracion

Duracién N° s
Fecha . . A inicial del exp s o
Exp Tratamientos (dias) réplicas (UFR) Agitacion Lugar
Piloto 1 08/2009 Unico 9 3 3,26 Manual S.L
. 10y 50 ml Agitador
Piloto 2 09/ 2009 de indeulo 8 3 0,73y 3,64 mecanico F.Q.B
Final 11/ 2009 SyC 21 5 1,48 Burbujeo S.L

En todos los experimentos se simularon las condiciones de un lago eutréfico
durante la temporada estival. Los experimentos piloto tuvieron el objetivo de
encontrar las condiciones mas adecuadas para el crecimiento de la comunidad.
El primero tuvo un solo tratamiento, mientras que el segundo conté con dos
tratamientos, 10 y 50 ml de inéculo inicial (Tabla 1). El experimento final fue el
de mayor duracién y conté con dos tratamientos: una sucesion autogénica a
modo de control (S) y uno donde la comunidad fue invadida con una cepa
téxica de la cianobacteria invasora Cylindrospermopsis raciborskii (C) (Tabla 1).
A lo largo de la sucesion, se evalud el crecimiento comunitario, la variacion de
los rasgos morfologicos de los organismos y el cambio en la biomasa de cada
GFBM. A su vez se evaluaron los efectos de la introduccion de C. raciborskKii

sobre si misma y sobre la comunidad receptora.

Area de estudio y construccién de los inéculos

El presente trabajo se llevé a cabo empleando muestras superficiales de 13
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lagos artificiales de la Ciudad de la Costa, Canelones, Uruguay (Figura 3).Estos
sistemas incluyen desde condiciones mesoeutroficas hasta hipereutroficas
(Fabre et al., 2010), de manera de representar a todos los GFBM. En todos los
casos, las muestras de agua fueron filtradas con una malla de 50 ym para
eliminar el zooplancton de mayor tamafno y conservadas a baja temperatura e
intensidad luminica hasta su llegada al laboratorio. En el laboratorio, muestras
de 250 ml de cada lago fueron mezcladas en un balén de mayor volumen, para
crear el inéculo inicial, el cual fue aclimatado a la temperatura e intensidad de
luz del experimento, y agitado de manera manual dos veces al dia, hasta el
inicio del mismo al dia siguiente. Tres réplicas del in6culo fueron medidas en
fluorémetro (Aquafluor; clorofila-a y ficocianina) y espectrofotémetro (Thermo;
Absorbancia a 665, 440 y 750 nm). Luego fueron fijadas en solucién lugol y
conservadas para su posterior analisis en microscopio y comparacion con otros

momentos de la sucesion.

Para el experimento final se utilizé la cepa MVCC19 de C. raciborskii, la cual es
potencial productora de toxinas (Piccini et al., en prensa) y es cultivada por la
seccion Limnologia. Este cultivo fue aclimatado desde el inicio de la sucesién
hasta el noveno dia bajo las mismas condiciones que el resto de las unidades
experimentales, incluyendo el medio de cultivo. El volumen de cultivo inoculado
fue de 3 ml, correspondiente a un biovolumen de C. raciborskii de 0,021 mm? L’

' con un valor de clorofila- a de 150 UFR.

Diseno experimental

Los experimentos fueron realizados en frascos tipo Schott de 650 ml con medio
WC, recomendado para el crecimiento de todos los grupos fitoplancténicos en
general (Gonzalez et al., 1995). La concentracién de PO4 en el mismo fue de
0,047 gL'1, mientras que la concentracién de NO; fue de 0,6279L'1. Todos los
experimentos estuvieron a una temperatura de 26 °C y un valor de radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) de 60 a 80 pmol fotén m™ s™. El fotoperiodo

empleado fue de 16 horas luz-8 de oscuridad.

Durante el primer experimento piloto (agosto de 2009), se puso a prueba el

medio de cultivo en la camara de cultivo de la seccion Limnologia. Los frascos
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fueron agitados manualmente dos veces al dia durante todo el experimento.
Debido a que en el mismo se alcanzé demasiado rapido la fase estacionaria del
crecimiento fitoplancténico (4 dias) se decidio realizar un segundo experimento
piloto. Este fue realizado en setiembre de 2009 para seleccionar una
concentracion inicial de inéculo de manera de obtener un tiempo de saturacion
del aumento de la biomasa adecuado. Dicho experimento fue llevado a cabo

bajo condiciones de agitacién constante (Tabla 1).

Referencias

A-Calcagno
B-Jardin
C-Pomacea
D-Aventura
E-Botavara
F-Roosvelt
G-Prohibido
H-Jover*
I-Jover
JJavier
K-Leandro
L-Mararfion

Figura 3. Fotografia digital de la zona de muestreo (Ciudad de la Costa, Canelones, Uruguay)
donde se indican los lagos a partir de cuyas muestras de fitoplancton se construyo el inéculo de

los experimentos (Modificada de Google Earth).

El experimento final, el principal en este trabajo, fue llevado a cabo en
noviembre de 2009. En el tratamiento C, la comunidad fue inoculada con
Cylindrospermopsis raciborskii al noveno dia de sucesion. Se opté por inocular
la comunidad al noveno dia ya que en este momento el aumento de la biomasa
mostré signos de alcanzar la fase estacionaria. En este experimento, el método

de agitacion fue la aireacion con aire filtrado (Tabla 1).
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Sequimiento de los experimentos

Toma de muestras
Se tomaron muestras diarias en todos los experimentos (15ml) bajo

condiciones de asepsia para evaluaciéon de biomasa total y para conteos, para
lo cual fueron fijadas en solucion lugol. Solamente en el experimento final se
realizé reposicion de medio de cultivo, la cual se llevd a cabo cada

aproximadamente 5 dias reponiendo 30 ml de medio.

Cambio global de la comunidad
Se analiz6 diariamente el aumento de la biomasa de la comunidad

fitoplanctonica mediante fluorometria y espectrofotometria. En fluorometro se
midié clorofila-a in vivo como estimador de la biomasa total del cultivo, y
ficocianina, como indicador de cianobacterias. Los valores obtenidos fueron
expresados en unidades de fluorescencia relativa (UFR). Se utilizé un
espectrofotdmetro para medir absorbancia a 665 (Absess), 750 (Absrsg) y 440
(Abss40) Nnm, expresada en unidades de absorbancia (ua) y para estimar
clorofila-a, turbidez (que incluye todo tipo de particulas, tanto de origen
autoétrofo como heterétrofo) y para calcular el coeficiente de extincion de la luz
del cultivo (Kd, m™) respectivamente. El Kd se calculd segin Kenesi et al.
(2009):

Kd (m™) = (Absys (ua) x 2,303)/ z (m)

Donde z corresponde a la mitad de la altura de los frascos utilizados (0,18m).
Se calculé ademas el cociente ficocianina/clorofila-a (Fico/cloro), para evaluar
cambios relativos en la proporcion de cianobacterias respecto al resto de los

grupos presentes.

Evolucién de la estructura comunitaria
En el caso del primer experimento piloto, se llevd a cabo Unicamente la

medicion del MLD (um) de organismos elegidos al azar en los dias 0, 4 y 9.

A partir de los valores obtenidos para la estimacion de la biomasa para el
segundo experimento piloto, se notd el decaimiento en la biomasa de varias
muestras, por lo que se decidid no realizar un analisis exhaustivo de la

composicion y estructura comunitaria en tales unidades experimentales. En el
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experimento final, se llevé a cabo el seguimiento de los rasgos morfologicos de
los organismos, se realizaron conteos y se calculd el biovolumen de la
comunidad fitoplanctonica. Estos analisis se llevaron a cabo en el indculo (tres
réplicas) y en la réplica 3 de S y réplica 1 de C en distintos momentos de la
sucesion (dias 4, 9, 13 y 21). En el caso del tratamiento C, se realizd
especificamente el seguimiento del crecimiento de C. raciborskii en las réplicas
2y 5, paralos dias 9, 10, 13, 15, 18 y 21.

Se estimo la abundancia de los organismos (individuos ml”) utilizando la
metodologia de Utermohl (1958), contando campos al azar. Las muestras
sedimentaron durante aproximadamente 24 horas en camaras de
sedimentacion Utermohl o Sedwick-Rafter de diferente volumen, dependiendo
de la concentracién de organismos. El conteo fue llevado a cabo a tres
aumentos 200X, 400X y 1000X, para asi abarcar un mayor rango de tamafos
sin pérdida de precisién. A 200X fueron contados y medidos los organismos de
gran tamano, principalmente aquellos de forma filamentosa. A 1000X fueron
contados y medidos aquellos organismos menores a 5 ym, asi como el ancho
de los filamentos contados previamente. El resto de los individuos fue contado
y medido a 400X. El numero de campos a contar bajo cada aumento fue
determinado mediante una curva de rarefaccion. En los casos donde, debido a
la baja riqueza, la asintota de dicha curva fue alcanzada en menos de tres
campos, se contaron hasta 400 individuos de la especie mas abundante de la

muestra, obteniéndose asi un error de conteo del 10% (Lund et al., 1958).

Se registraron rasgos morfolégicos de los organismos incluyendo la dimensién
lineal maxima (MLD; um), la presencia de flagelos, mucilago, aerotopos,
heterocitos y estructuras siliceas. Asimismo, se tomaron medidas de otras
dimensiones (como ancho y profundidad) necesarias para calcular tanto el
volumen (V; ym®) como la superficie de los organismos (S; um?), y la relacion
superficie-volumen (S/V, pum™) siguiendo aproximaciones geométricas, de
acuerdo con Hillebrand et al. (1999). Se evaluaron los rasgos de 30 individuos
al azar de cada taxén a 200X y de 15 a 400X en todas las situaciones en que
se encontraron suficientes ejemplares. A 1000X se midieron por lo menos 3
individuos de cada especie pequefia y 10 anchos en el caso de las especies

filamentosas. El biovolumen (BV; um3L") de los diferentes taxa fue calculado
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multiplicando su abundancia por el volumen promedio de los organismos

contados pertenecientes a la misma.

Los organismos observados en cada muestra fueron agrupados en clases
taxondmicas: cianobacterias, clorofitas, crisofitas y diatomeas. Por otra parte,
se realiz6 la clasificacion de organismos en GFBM de acuerdo con Kruk et al.
(2010). Finalmente, los organismos pertenecientes al mismo grupo taxonémico

o GFBM fueron sumados.

Analisis de datos

El nimero de taxa diferentes y GFBM presentes en distintos momentos de la
sucesién fue evaluado empleando el indice de diversidad de Shannon- Weaver

(H’, Shannon, 1948) unicamente para el tercer experimento.

Finalmente se evalu6 el crecimiento de C. raciborskii desde su inoculacion
hasta el final del experimento. Se calculé la relacion entre el BV de esta
especie y el BV final de toda la comunidad, la clorofila-a y la ficocianina en las
muestras C2 y C5 a lo largo del tiempo. Por otra parte se estim6 un indice de
invasibilidad (Sperfeld et al., 2009) para C. raciborskii, en el cual se comparé el
BV entre el dia posterior a su introduccién en el cultivo y el dia en que concluyo

el experimento, segun la ecuacién:
Invasibilidad= Log, (BV21/BV1)

En la misma, BV, y BVyo representan el biovolumen de C. raciborskii en los
dias 21 y 10 respectivamente. Este indice es una medida del crecimiento de la
poblacion de la especie invasora luego de ser inoculada. Valores mayores a 0
implican crecimiento de la especie introducida en cuanto a biomasa, y por lo

tanto invasion por parte de la misma (Sperfeld et al., 2009).

Debido a que el segundo experimento piloto no fue exitoso, solamente se
analizaron los datos del primer experimento piloto y el experimento final. (Tabla
2). Se llevaron a cabo correlaciones no paramétricas de Spearman entre las
variables clorofila-a, ficocianina, ficocianina/clorofila a, Absgss, AbSa40, AbS750 Y

Kd. Este método fue elegido luego de comprobar que la distribucion de las
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mismas no cumplia en todos los casos con el supuesto de normalidad. Por otra
parte, se evaluo la existencia de diferencias significativas en el cambio en los
valores de los estimadores de biomasa, asi como para el BV de C. raciborskii.
Para ello se emplearon modelos lineales generales, particularmente analisis de
varianza (ANOVA) de una via y de medidas repetidas (Tabla 2). Previo a
dichos analisis se pusieron a prueba la homocedasticidad y la nhormalidad en la
distribucion de los residuales de estas variables. En el primer caso se empleo
la prueba de esfericidad, mientras que en el segundo se realizé el test de
Kolmogorov-Smirnov. Cuando los supuestos requeridos en los ANOVA no se
cumplieron, se recurrio a la transformacién de las variables, empleando los
programas Microsoft Excel y STATISTICA 8.0.

Tabla 2. Analisis de datos realizados en el primer experimento piloto y el experimento final.
Exp: experimento.

Exp Anilisis Caracteristicas Facftores y Variables ap'allza'd_as y
niveles transformacion utilizada
. Indicadores globales: sin
Correlaciones  Spearman -
) transformar
Piloto 1 Unico Ficocianina: log+g
ANOVA 1 via tratamiento Clorofila-a: log1g

en el tiempo  Abssso: Box- Cox

. Indicadores globales: sin
Correlaciones  Spearman -

transformar
ANOVA Medidas CySenel Ficocianina, clorofila-a,
Final repetidas tiempo Absso: todos sin transformar
Unico . .
ANOVA 1via tratamiento BV de C. raciborskii: sin
. transformar
en el tiempo
Kruskall-Wallis VeyVSen  individual: logy
el tiempo

Para analizar los datos del primer experimento piloto, tanto como el crecimiento
de C. raciborskii en el tercer experimento, se emplearon ANOVA de una via,
donde el factor fue el tiempo y los niveles fueron los nueve dias que durdé dicho
experimento (Tabla 2). Se optd por este andlisis debido a que en estos casos
no hubo tratamientos a comparar, si no que se evaluaron los valores tomados
por las variables a lo largo del experimento. Para este experimento la clorofila-
a, ficocianina y ficocianina/clorofila fueron transformadas mediante logaritmo de
base 10. Dicha transformacién no fue exitosa con Abszsg, por lo cual se utilizd
una transformacién de potencia de la familia Box-Cox (Box & Cox, 1964). En el

tercer experimento, por contar con un tratamiento y un control en el tiempo, se
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emplearon ANOVA de medidas repetidas. Los factores de este analisis fueron
tiempo y tratamiento, con 21 y 2 niveles cada uno. En este caso, ninguna de las
variables requirid ser transformada. Por ultimo, la existencia de diferencias
significativas en los valores de V individual de los organismos entre
tratamientos C y S a lo largo del tiempo fue analizada mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (Tabla 2). Todos estos analisis fueron realizados
empleando el programa STATISTICA versiéon 8.0, mientras que los graficos

para dicha variable fueron creados utilizando el programa R, version 2.12.2.
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RESULTADOS

Primer experimento piloto

Cambio comunitario global
Todas las variables analizadas (clorofila-a, ficocianina, Fico/Cloro, Absggs,

Abss40 y Abszsp) variaron conjuntamente (prueba de Spearman, Tabla 4)
aumentando significativamente en el tiempo especialmente a partir del cuarto
dia del experimento (Tabla 4, Figura 4). Dada la alta correlaciéon entre las
variables estimadas mediante espectrofotometria se opté por analizar en
detalle unicamente la Abs7so como indicadora de biomasa, junto con la clorofila-

a y la ficocianina.

La clorofila-a aumenté estabilizandose hacia el sexto dia, alcanzando un valor
maximo de 100 UFR en el séptimo, con un decaimiento al final del experimento
que no resulto significativo (Figura 4a). La ficocianina también aumenté pero de
modo mas lento (Figura 4b). La relacion ficocianina/clorofila-a se mantuvo baja
durante los 3 primeros dias, luego se produjo un pico en el dia 4 con un nuevo
decaimiento para volver a crecer y alcanzar el valor maximo de 0,9 al dia 9

(Figura 4c).

Tabla 3. Resultados del test no paramétrico de correlacion de rangos de Spearman para el
primer experimento piloto. Las correlaciones se consideran significativas a p<0,05 y se marcan
con asterisco (*).

Ficocianina Fico/Cloro Absges  Absssg  Abszsp  Kd (m'1)
Clorofila-a (UFR) 0,90* 0,60* 0,89* 0,87* 0,83* 0,87*
Ficocianina (UFR) 1,00 0,79* 0,98* 0,97* 0,94* 0,97*
Fico/Cloro 1,00 0,75* 0,77* 0,73* 0,77*
Absggs (ua) 1,00 0,99* 0,97* 0,99*
Absyso (ua) 1,00 0,982* 1,00*
Absz7so (ua) 1,00 0,98*
Kd (m™) 1,00
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Tabla 4. Resultados del ANOVA de una via para los estimadores de biomasa por
espectrofotometria y fluorometria del primer experimento. La existencia de diferencias
significativas se sefiala con asterisco (*), grados de libertad: 8.

Variable F p
Clorofila-a (UFR) 669,40 <0,001*
Ficocianina (UFR) 500,56 <0,001*
Fico/Cloro 28,18 <0,001*
Abs7so (ua) 38,20 <0,001*
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Figura 4. Estimadores de biomasa por fluorometria y espectrofotometria en funcion del tiempo
para el primer experimento piloto: a-Clorofila-a (UFR); b-Ficocianina (UFR); c-
Ficocianina/Clorofila; d- Abszso (ua). Los simbolos representan la media y las barras verticales
muestran intervalos de confianza de 0.95.
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Evolucion de la estructura comunitaria

En el primer experimento el MLD medio de los organismos aumenté en el
tiempo. Se encontré una mayor frecuencia de organismos de mayor talla con el
avance de la sucesién siendo aun mas importante en el ultimo dia de la misma
(Figura 5).
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Figura 5. Histogramas del logaritmo en base 10 de la dimensién lineal maxima (MLD, um) para
el tiempo inicial (a), el cuarto (b) y el noveno dia de la sucesion (c) del primer experimento.

Experimento final

Cambio comunitario global
Al igual que en el experimento anterior todas las variables estuvieron

correlacionadas positivamente (Tabla 5) y aumentaron en el tiempo (Tabla 6).
La menor correlacion se encontrd entre ficocianina/clorofila y clorofila-a. Tanto
en el tratamiento con inoculacién de Cylindrospermopsis raciborskii (C) como
en el control (S) se produjo un aumento significativo en todas las variables
estudiadas a lo largo del experimento (Tabla 6, Figura 6). El aumento de la
clorofila-a fue notorio a partir del dia 4, enlenteciéndose a partir del dia 7, con
un decaimiento en los ultimos 3 dias del experimento (Figura 6). Hubo
diferencias significativas entre los tratamientos S y C para todas las variables,
excepto en el aumento de la relacion ficocianina/clorofila-a (Tabla 6). El
aumento de la biomasa y demas variables fue mayor en S que en C, donde
decayo a partir del noveno dia. El pico maximo de biomasa fue alcanzado en el
dia 18 en ambos casos (Figura 6). El aumento de la ficocianina fue menor al de
la clorofila-a, hasta el séptimo dia donde la ficocianina presentd valores mas

altos (Figura 6 a 'y b).
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Tabla 5. Resultados del test no paramétrico de correlacion de rangos de Spearman entre las
variables para el experimento final. Las correlaciones se consideran significativas a p<0,05 y se
marcan con asterisco (*).

Ficocianina

(UFR) Fico/Cloro Absggs (ua) Abs7so (ua) Kd (m-1)
Clorofila-a (UFR) 0,80* 0,48* 0,86* 0,86* 0,85*
Ficocianina (UFR) 1,00 0,87* 0,90* 0,91* 0,90*
Fico/Cloro 1,00 0,68* 0,69* 0.69*
Absggs (ua) 1,00 0,99* 0,99*
Abs7so (ua) 1,00 0,99*
Kd (m’) 1,00

Tabla 6. Resultados de los ANOVAs de medidas repetidas para los estimadores de biomasa
del experimento final. La existencia de diferencias significativas se sefiala con asterisco (*),
grados de libertad: 15.

Tiempo Tierr:;;?'rrargfaic’r:‘iento
Variable F p F p
Clorofila-a (UFR) 25,14 0,00 1,88 0,04*
Ficocianina (UFR) 19,93 0,00 2,13 0,02*
Fico/Cloro 14,27 0,00 0,73 0,74
Abs7s0 (ua) 21,25 0,00 2,71 0,00*

Variacion de la morfologia

El volumen individual promedio de los organismos por muestra aumenté
significativamente con respecto al indculo en S (Kruskal-Wallis; H (4,86)=13.9,
p=0.007). Sin embargo, no hubo cambios significativos en el volumen en C
(Kruskal-Wallis; H (4,74)=4.7, p=0.319) (Fig. 7). En el inéculo, el MLD de los
organismos present6 valores menores a 200 ym. En ambos tratamientos, la
variaciéon del BV comunitario en funcion del MLD para el dia 21 mostré un
aumento de esta dimensién con respecto al inéculo. En este momento, en S,
fue mayor la proporcién de organismos en alcanzar valores altos de MLD
(superiores a 600um) (Figura 8 a y b). La relacion S/V en el indculo nunca
presentd valores mayores a 10 pm'1. La porcion mas alta del BV tuvo una S/V
menor a 5 pm'1. Tanto en S como en C, la relacion S/V se mantuvo similar al
inoculo, pero registrando valores de S/V cercanos a 25 como maximo (Figura 8

c y d).
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Figura 6. Variacion temporal de: a- Clorofila-a (UFR); b-Ficocianina (UFR); c-
Ficocianina/Clorofila; d-Absorbancia a 750 nm (ua) para S (control, linea continua) y C
(inoculacion de C. raciborskii, linea punteada). Los simbolos representan la media de las
variables mientras que las barras verticales representan intervalos de confianza de 0,95. El
momento de la invasion con C. raciborskii se indica con una flecha.
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Figura 7. Logaritmo en base 10 del volumen individual (pm3, Log V) del fitoplancton a lo largo
de la sucesion para: a-Tratamiento S; b:- Tratamiento C. Los puntos representan la media, las
lineas horizontales la mediana. Los margenes inferior y superior de los rectangulos indican el
primer y tercer cuartil respectivamente. Las lineas verticales representan la distancia
intercuartil.
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Figura 8. Biovolumen (BV, pm3ml'1) en funcion de dimension lineal maxima (MLD, um, arriba) y
de relacion superficie-volumen (S/V, pm™, abajo) para: a- Indculo (triangulos blancos) y dia 21
de S (circulos negros); b- Inéculo (triangulos blancos) y dia 21 de S (circulos negros). S: control
y C: inéculo con C .raciborskii. El eje Y se encuentra representado en escala logaritmica en
base 10.

Evolucion de la estructura comunitaria
Los patrones de cambio en la diversidad fueron similares empleando tanto

GFBM como grupos taxondémicos, llegando la diversidad en términos de GFBM
a alcanzar mayores valores de H’' finales. La diversidad taxonomica y la
funcional presentaron una caida en el dia cuatro, mostrando un aumento hacia
el final del experimento. En S, el pico de diversidad se produjo en el dia 13. En
cambio, en C se not6 un aumento de H’ al comparar los dias 13 y 21 (Figura 9).
Se encontraron claras diferencias en cuanto a la variacién de la composicion de
GFBM a lo largo de la sucesidon y respecto del indculo. En el indculo se

encontraron cinco GFBM, siendo dominantes en BV los grupos IV y VII.
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En el tratamiento control (S) el GFBM VIl fue dominante en el cuarto dia, con
un 92%, en los dias 9 y 13 aumentd el GFBM | y pasé a representar un 40%
conjuntamente con el GFBM IlI. Este ultimo pasé a ser dominante al final del
experimento (mayoritariamente Planktothrix agardhii, acompanada por
Pseudanabaena sp.) con un BV correspondiente al 50% del total. Al final de la
sucesion el GFBM Il estuvo acompanado por los GFBM | y IV, ambos
representando aproximadamente un 20% del total. En cambio, el GFBM VII,

inicialmente dominante, bajo finalmente a un 6% (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje del BV total (mm3 L'1) representado por los diferentes GFBM
identificados en: a- S (control) y b- C (tratamiento con inoculacidon de C. raciborskii) en cinco
momentos de la sucesién (Dias 0, 4, 9, 13,y 21).
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En el tratamiento con inoculacién de C. raciborskii (C) el GFBM VII también fue
dominante (93% del BV total) durante los primeros dias de la sucesion. En el
dia 9, el GFBM Ill pas6 a ocupar el lugar del grupo VIl en cuanto a BV. Luego
de pasar por una disminucién en su BV y la dominancia abrupta del GFBM | en
el dia 13, al final del experimento el GFBM Il (siendo la especie mas
abundante Pseudanabaena sp.) dominé la comunidad junto con el GFBM VII
(48 y 41% del BV total respectivamente) (Figura 10).

En cuanto a grupos taxondmicos, se reconocieron cianobacterias, clorofitas y
diatomeas como los grupos con mayor biovolumen en todos los casos. El resto
de los organismos fue clasificado como crisofitas o no identificado, siendo estos
mas abundantes en el indculo y en el dia 13 de la réplica 1 del tratamiento C. A
excepcion de esta réplica, el BV de cianobacterias fue mayor con respecto al
resto de los grupos en S y C a lo largo de la sucesién y al final de la misma
(Figura 11).
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Figura 11. Composicion de la comunidad a lo largo de la sucesion (Dias 0, 4, 9, 13, y 21).
Porcentaje de biovolumen total (BV %) representado en base a grupos taxondémicos en: a- S
(control) y b- C (tratamiento con inoculacién de C. raciborskii). Clo: clorofitas; Cia:
cianobacterias; Dia: diatomeas; Cri: crisofitas; Ni: no identificado.
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Figura 12. Aumento de la biomasa de C. raciborskii
en la sucesidbn a partir de su inoculacién. a-
biovolumen C. raciborskii (BV, mm3L'1); b- relaciéon
BV C. raciborskiilclorofila-a total (mm°L"'/UFR; c-
relacion BV C. raciborskii /ficocianina (mm°L"/UFR).
Se muestra la evolucion de las 3 variables a lo largo
del experimento final.

Desarrollo de Cylindrospermopsis
raciborskKii

El in6culo de C. raciborskii
introducido en la comunidad al
noveno dia no crecié por igual en
todas las réplicas del tratamiento.
Entre las tres réplicas que
prosperaron de las cinco del
tratamiento, C1, C2 'y C5,
Cylindrospermopsis crecid
solamente en las dos ultimas. Los
resultados del ANOVA de una via
para estas dos réplicas indicaron la
existencia de diferencias
significativas en el BV de esta
cianobacteria entre los dias de
inoculacion (dia 9) y de finalizacion
de experimento (dia 21) (F=7.11,
p=0.017) (Figura 12 a),
produciéndose un aumento del
mismo durante este lapso de tiempo.
Al mismo tiempo hubo un aumento
significativo en la relacion BV C.
raciborskiilclorofila-a total (F=7.11,
p=0.017) en el tiempo (Figura 12b).
Contrariamente, la relacion BV C.
raciborskiilficocianina total no mostro
diferencias significativas en el tiempo
(F=3.46, p=0.081) (Figura 12c).
Finalmente, el indice de invasibilidad
de C. raciborskii fue 2.11 (1.1 a 3.9,
minimo y maximo
respectivamente).
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DISCUSION

Este trabajo es el primer paso hacia la validacion experimental de la respuesta
temporal del fitoplancton en términos de grupos funcionales basados en
morfologia (Kruk et al. 2010). Este tipo de validacion es fundamental para que
este sistema de clasificacién, junto con modelos matematicos de crecimiento
fitoplanctonico pueda ser empleado como herramienta predictiva. De esta
manera sera posible, por ejemplo, predecir la ocurrencia de GFBM que
contengan organismos potencialmente nocivos para la calidad de las aguas,

tales como C. raciborskKii.

A lo largo de la sucesion, la biomasa comunitaria aumento y el GFBM Il pasé a
ser dominante. El mismo esta compuesto por cianobacterias filamentosas con
aerotopos, de alto MLD y S/V, caracteristicas que favorecen su desarrollo en
sistemas eutréficos y durante el verano (Kruk et al., 2010). La sucesién
autogénica de GFBM coincidié con trabajos previos en cuanto a especies
(Sommer, 1981; Sommer et al., 1986) o grupos funcionales (Reynolds et al.,
2002), asi como con observaciones de campo y simulaciones para GFBM
(Segura et al., 2010a).

Por otra parte, la combinacién de una aproximacion experimental comunitaria y
el uso de GFBM nos permitié evaluar un posible escenario de invasién por
parte de Cylindrospermopsis raciborskii. Se encontraron respuestas
inesperadas, C. raciborskii no llegé a dominar totalmente los ensamblajes al

final de la sucesiodn, alcanzandose un estadio final de coexistencia.

Sucesiéon de GFBM y variacion de rasqos morfolégicos

La biomasa fitoplancténica aumento significativamente en el tiempo, lo que se
debid al aumento en la abundancia de organismos de gran tamafo al final de la
sucesion, lo cual coincide con estudios previos (Reynolds, 1984; Lampert &
Sommer, 2007). Asimismo, dicho cambio fue observado en todos los
experimentos y tratamientos, y considerando todas las variables globales
estimadas (clorofila-a, Absgss Yy Abszsp). Sin embargo, existieron diferencias
particulares entre los estimadores. El aumento de la clorofila-a se produjo de
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manera mas rapida que el de la ficocianina, hecho que indicaria un crecimiento
tardio de las cianobacterias (Reynolds, 1984), grupo del cual es indicador esta
variable. Por otro lado, se observdé un aumento de la turbidez y el Kd (m'1,
coeficiente de atenuacion de la luz en el cultivo) lo cual refleja una disminucién
de la radiacién fotosintéticamente activa para el fitoplancton. Sin tomar en
cuenta la potencial influencia del zooplancton menor a 50 um, presente en
ambos tratamientos, la intensidad de la luz seria el factor condicionante para el
desarrollo comunitario hacia el final de la sucesion. Dicha condicion seria
resultado del crecimiento de la biomasa algal, por lo cual la comunidad sufriria
de autosombreamiento (Scheffer, 1998). Lo observado en nuestros
experimentos coincide con lo que ocurre en sucesiones autogénicas de

sistemas naturales eutroficos (Kruk et al., 2002).

A lo largo de la sucesion se observé un aumento del MLD, V y S de los
organismos. Altos valores de estos rasgos son caracteristicos de organismos
tipo K (Margalef, 1978), quienes resultan eficaces competidores cuando los
recursos comienzan a ser limitantes, lo cual ocurre en el ambiente en el estadio
final de una sucesion (Reynolds, 1984; Reynolds, 1997). La luz como recurso
limitante podria explicar que la relacién S/V se haya mantenido en valores
similares a los del inéculo y que los GFBM 1 y Il hayan sido los dominantes. El
GFBM | esta constituido por organismos pequefios con alta S/V, mientras que
el GFBM lll presenta alta S/V debido a su forma filamentosa (Kruk et al., 2010).
Una mayor S/V les confiere una mayor superficie para la captacién de RFA por
unidad de volumen, lo cual constituye una ventaja competitiva a los integrantes
de estos GFBM bajo las condiciones de baja disponibilidad de luz (Kirk, 1994;
Reynolds et al., 2002; Litchman et al., 2007; Schwaderer et al., 2011). Ademas
los organismos del GFBM lll presentan aerétopos que les facilitan la flotacién y
regulacion de la posicidon en la columna de agua (Graham et al., 2009), también

favoreciendo la captacion de luz (Kirk, 1994; Huisman et al., 2004).

El cambio temporal de la comunidad estudiada coincide con lo observado en la
sucesion de fitoplancton del lago Rodd, donde al final de la misma también se
observd la dominancia de una especie del GFBM Il (Planktothrix agardhii),
siendo la luz uno de los principales factores condicionantes en este caso (Kruk
et al., 2002). Al mismo tiempo, estas observaciones coinciden con la hipétesis
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del tercer estado estable, propuesta por Scheffer et al. (1997). Segun la misma
las cianobacterias pertenecientes a la familia Oscillatoriaceae, a la cual
pertenece Planktothrix agardhii, son quienes dominan en lagos someros
eutroficos con baja intensidad luminica. En estas condiciones se produce un
fendmeno de retroalimentacion positiva, ya que ellas a su vez mantienen dicho
ambiente luminico, lo que favorece su permanencia al excluir a otras algas con

mayores requerimientos de este recurso (Scheffer et al., 1997; Scheffer, 1998).

En todos los experimentos y tratamientos se alcanzé la dominancia del GFBM
Il al final de la sucesion. Sin embargo, la especie mas abundante no fue la
misma en todos los casos, sino que la composicion final fue variable e incluyé a
Planktotrhix agardhii, Pseudanabaena sp., Cylindrospermopsis raciborskii,
Anabaena sp. y Aphanizomenon sp., presentando las dos ultimas una menor
biomasa. Estas especies, por ser parte del mismo GFBM, comparten rasgos
que las hacen similares en su respuesta al ambiente, y cualquiera de ellas se
podria encontrar dominando hacia el final de la sucesion. Este resultado
refuerza la aproximacion de GFBM para clasificar al fitoplancton, que indica
que los organismos en cada grupo son funcionalmente equivalentes y por lo
tanto intercambiables (Kruk, 2010). En este sentido, y dado que dentro de una
misma especie pueden existir cepas con distintas preferencias en cuanto a luz
(diferentes constantes de subsaturacién de luz, I) en cepas de C. raciborskii
(Fabre, 2011), para definir el desenlace de la sucesion la afiliacion taxonémica
no seria tan importante como la posesion de rasgos morfoldgicos que resulten

beneficiosos ante determinadas condiciones ambientales.

Existen pocos trabajos que evaluen la diversidad funcional, menos aun la
diversidad morfo-funcional en un lago eutrofico. Sin embargo, se pueden
comparar nuestros resultados con datos de diversidad especifica para el Lago
Rodo, donde tampoco se notaron patrones claros de disminucion de la
diversidad a lo largo de la sucesion (Kruk, 2001). En este trabajo, al comparar
la diversidad taxondmica con la funcional, los mayores valores de esta ultima
podrian deberse a que varios GFBM pueden incluir a organismos
pertenecientes a un mismo grupo taxonémico. Por ejemplo en el caso de las
cianobacterias, quienes pueden encontrase dentro de los GFBM |, Ill, IV y VII

(Kruk et al., 2010). Por otra parte, emplear GFBM en la clasificacion de
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organismos permitié la categorizacion de individuos considerados no
identificados empleando taxonomia, obteniéndose asi una mayor cantidad de
GFBM.

Invasion con Cylindrospermopsis raciborskii

La inoculacién de Cylindrospermopsis raciborskii generé un menor aumento de
biomasa acumulada de la comunidad fitoplanctonica. Este efecto negativo
podria deberse a la potencial produccién de aleloquimicos con accion
inhibidora de la fotosintesis, o que ha sido propuesto para C. raciborskii
(Figueredo et al., 2007). Las sustancias alelopaticas (toxinas u otros quimicos)
son metabolitos secundarios capaces de afectar el crecimiento de
competidores (Leflaive & Ten-Hage, 2007). Asimismo, tanto condiciones de
eutrofia (Graneli et al., 2008; Gross, 2003) como de alta densidad de células
productoras y blanco (Graneli et al., 2008) podrian haber incentivado la
produccion de sustancias alelopaticas durante el experimento. Sin embargo, no
se conoce evidencia de que células intactas liberen concentraciones
significativas de aleloquimicos al medio (Gross, 2003), por lo cual C. raciborskii
deberia haber sufrido de lisis celular. Ademas esta especie, y en particular la
cepa inoculada, producen ademas saxitoxina (Vidal et al., 2009; Piccini et al.,
en prensa). Sin embargo, si las cianotoxinas pueden también cumplir un papel

similar a las sustancias alelopaticas es aun tema de debate (Gross, 2003).

El enlentecimiento en el aumento de la biomasa global podria haber significado
una ventaja para C. raciborskii, pudiendo eliminar o hacer menos abundantes a
sus potenciales competidores. A pesar de ello, los resultados de este trabajo
mostraron que Cylindrospermopsis no logré ser la especie dominante de la
comunidad no pudiendo superar el 50% de la biomasa total. Por el contrario, en
los tratamientos donde sobrevivio llegd a la coexistencia con otras especies del
GFBM llI al final de la sucesién. Sin embargo, que C. raciborskii no haya
dominado la sucesioén no significa que su proceso de invasion no fuese exitoso.
Ya que, tal como lo indica el indice de invasibilidad, hubo crecimiento
poblacional y esta cianobacteria logré establecerse en la comunidad (Sperfeld
et al., 2009).
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Segun MacDougall (2009) el resultado del proceso de invasion dependeria
tanto de diferencias de nicho como de adecuacion biolégica entre la especie
invasora y la comunidad residente. En este caso la especie invasora logra la
coexistencia sin llegar al desplazamiento de la comunidad residente. Las
diferencias en el nicho incluyen la explotacion de diferentes recursos por parte
del invasor y la comunidad residente, o la utilizacibn de un mismo recurso
mediante diferentes estrategias (ej. fijacion de N, atmosférico por C.
raciborskii). En cambio, la existencia de diferencias en la adecuacién biolégica
implica el grado de éxito que puede tener cualquiera de ellos a la hora de
captar el mismo recurso y lograr un aumento poblacional (ej. mejor capacidad
en la captacién de luz gracias a su alta S/V). El grado de diferencias en estos
aspectos entre el invasor y la comunidad residente podra generar desde la
dominancia del invasor sobre la comunidad, hasta la repulsién de la especie
invasora por la comunidad, siendo también la coexistencia entre ambas un

escenario factible.

En estos términos, la ausencia de dominancia podria estar explicada por la
existencia de diferencias entre la especie invasora y la comunidad. Si bien C.
raciborskii se caracteriza por su tolerancia a condiciones de sombreamiento y
por lo tanto estas hubiesen favorecido su dominio (Padisak, 1997; Bouvy et al.,
1999; Briand et al., 2004), otras condiciones del experimento pueden no haber
sido las ideales para esta especie. La temperatura se dice es la principal
variable que explica el crecimiento de Cylindrospermopsis (Mehnert et al.,
2010), con un 6ptimo de 28°C (Briand et al., 2004, Mehnert et al., 2010), y un
rango “cercano al 6ptimo” de 25 a 35°C (Briand et al., 2004). El valor de
temperatura utilizado en el experimento fue de 26°C, lo cual podria estar
explicando el hecho de que C. raciborskii no haya dominado la comunidad. Sin
embargo, existen casos donde C. raciborskii logra la dominancia a
temperaturas diferentes del 6ptimo (Bouvy et al., 1999; Fabre et al., 2010). Por
otra parte, este valor de temperatura se encuentra cerca del maximo registrado
para los sistemas lénticos de nuestro pais (Kruk & De Ledn, 2002; Kruk et al.,
2006; Fabre et al., 2010; Pacheco et al., 2010; Rodriguez-Gallego et al., 2010),
de donde fue aislada esta cepa (Piccini et al., en prensa). Ademas, esta

especie podria ser una fuerte competidora a bajas concentraciones de
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nitrdgeno ya que puede fijarlo y tiene gran afinidad por el amonio (Padisak,
1997). Por otro lado, tiene alta capacidad de captacion de fosfato cuando es
limitante y puede almacenarlo (Padisak, 1997; Isvanovics et al., 2000; Piccini et
al., en prensa). Considerando estas caracteristicas de Cylindrospermopsis, la
temperatura no optima y la ausencia de limitacién por nutrientes podrian haber
creado un escenario que no le confirid ventajas significativas sobre el resto del
GFBM llI.

Sperfeld et al. (2009) encontraron que C. raciborskii logré invadir comunidades
fitoplanctonicas bajo distintas condiciones, aunque los valores de invasibilidad
medidos fueron mayores a los alcanzados en este trabajo (entre 4 y 6). Dichos
autores realizaron diferentes tratamientos, entre ellos incluir la presencia o no
de herbivoria y concentraciones de nutrientes bajas y altas (siendo esta ultima
condicion, similar a la recreada en nuestro estudio). Para estos autores, la
herbivoria fue uno de los factores mas importantes a la hora de regular el
proceso de invasion por parte de C. raciborskii. Junto con la alta carga de
nutrientes, la depredacién por parte de zooplancton generalista impediria la
dominancia de esta cianobacteria, aumentando el reciclado de nutrientes y
disminuyendo la intensidad de la competencia. Bajo estas condiciones de
abundancia de nutrientes, el fitoplancton pequefio, capaz de proliferar a pesar
de la predacion gracias a sus altas tasas de crecimiento se veria beneficiado
segun estos autores. Esto contradeciria lo esperado para una sucesion en
presencia de zooplancton de gran tamano (Modelo Grupo de Ecologia en
Fitoplancton, Sommer et al., 1986), el cual depredaria al fitoplancton pequefio

permitiendo asi el crecimiento de especies de gran tamafo como C. raciborskii

Otra teoria que permitiria explicar la coexistencia de especies es la teoria de
neutralidad emergenente (Segura et al., 2010b; Scheffer & van Nes, 2009). A
diferencia de lo propuesto por MacDougall et al. (2009), que para la
coexistencia hace necesarias las diferencias de nicho, esta teoria propone que
el invasor y la comunidad invadida pueden ser similares y sin embargo
coexistir. De esta manera, se alcanza la coexistencia de especies debido a que
las mismas pertenecen a un mismo grupo funcional, resultando funcionalmente
equivalentes (Scheffer & van Nes, 2006). Por lo tanto, aplicar esta teoria y

asumir tal equivalencia iria en contra de la hipotesis propuesta inicialmente en
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este trabajo, segun la cual C. raciborskii presenta caracteristicas que la vuelven

diferente al resto de los integrantes del GFBM llI.

Dentro de un marco tedrico que no toma en cuenta a la competencia, Aubriot et
al., (2011) encontraron que la coexistencia estable puede lograrse gracias a la
flexibilizacién de la captacion fosfato ante las fluctuaciones ambientales en las
concentraciones del mismo. Gracias a su capacidad de ajustarse a las
condiciones del medio, diferentes especies de fitoplancton alcanzarian un
umbral similar para la captacibn de este recurso y eso las volveria
funcionalmente similares. De esta manera la competencia directa disminuiria,
dando lugar a una mayor diversidad. Si bien en nuestro estudio se propuso a la
luz en lugar del fosfato como posible recurso limitante y las conclusiones de
Aubriot et al. (2011) no podrian ser particularmente aplicadas a este caso, la
plasticidad fenotipica en cuanto a la captacion de otros recursos podria aportar
a la explicacion de la coexistencia entre C. raciborskii y la comunidad invadida.
Por lo tanto, dicho trabajo ofreceria una vision distinta al momento de explicar
la coexistencia de numerosas especies, dado que las teorias mencionadas
anteriormente asumen la existencia de competencia entre los integrantes de la

comunidad.

Perspectivas

Es necesario continuar con el proceso de validaciéon de la aproximacién de
GFBM. Para ello deben evaluarse mas condiciones ambientales, como
nutrientes y temperatura, quienes resultan ser de las mas influyentes en la
dominancia de especies nocivas (Paerl & Huisman, 2008). Dicha tarea esta
siendo realizada por quien suscribe, evaluando la sucesion de GFBM bajo
cuatro combinaciones de temperatura y carga de nutrientes (Beca de iniciaciéon
a la investigacion, BE_INI_1732, ANII). Otro factor de importancia seria la
depredacion del fitoplancton por parte del zooplancton, la cual resulta un factor
estructurador de esta comunidad (Carpenter et al., 1985). Se espera que el
zooplancton influya en la dominancia de GFBM con rasgos que permitan la
disminucién de pérdidas por depredacion (Sommer, et al., 1986), tales como

altos valores de MLD y produccion de aleloquimicos. Por otra parte seria
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relevante evaluar el proceso de invasion por parte de especies como C.
raciborskii en experimentos con GFBM, considerando estos nuevos factores

ambientales.

Ademas de validar el modelo de GFBM, la informacién experimental acerca de
los aspectos mencionados ayudaria a comprender los efectos del cambio
climatico y la eutrofizacion sobre el fitoplancton y el funcionamiento de los
sistemas acuaticos subtropicales, principalmente en cuanto a la ocurrencia de
floraciones algales nocivas. Por otra parte, utilizar experimentos comunitarios
en combinacién con modelos matematicos y datos de la naturaleza,
enmarcados en el modelo de GFBM, podria resultar una herramienta directa
para monitoreo de los sistemas acuaticos. A su vez, esta permitiria evaluar la
susceptibilidad de los mismos al desarrollo de floraciones previo a su utilizacién
o a la realizacién de cambios en sus cuencas (Nogueira et al., 2010), facilitando
asi el trabajo de los técnicos. Finalmente, se trataria de una herramienta (util
para la creacion de estrategias de manejo de los sistemas amenazados por
floraciones de cianobacterias potencialmente téxicas, uno de los principales

problemas que afectan a los recursos acuaticos a nivel mundial.
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CONCLUSIONES

En el transcurso de la sucesién se observé un cambio en los rasgos
morfolégicos de los organismos. Al inicio de la misma se produjo la
dominancia de organismos de bajo MLD, caracterizados por poseer altas
tasas de crecimiento (estrategas r, GFBM |). En el estadio intermedio
hubo mayor diversidad funcional. En cambio, el estadio final estuvo
dominado por organismos de mayor tamafo y rasgos que les confieren
mayores ventajas adaptativas bajo las condiciones de esta etapa,
cuando la luz es un recurso limitante, como la mayor S/V (estrategas K,
GFBM IlI).

La dominancia del GFBM Ill en la etapa final de una sucesion
autogénica, bajo condiciones similares a las de un lago somero eutrofico
durante el verano, coincide con datos naturales y modelos matematicos.
Este GFBM incluye a cianobacterias formadoras de floraciones
potencialmente toxicas. Se observo la dominancia de distintas especies

del GFBM Il en los diferentes tratamientos.

La inoculacion de C. raciborskii no resulté en la dominancia sino en un
estado de coexistencia entre esta especie y la comunidad residente. Las
explicaciones posibles a la falta de dominancia pueden basarse en la
existencia de diferencias de nicho y de adecuacion biolégica entre estas
ultimas, asi como en la teoria de neutralidad emergente. Hubo efectos
negativos sobre el crecimiento del resto de la comunidad, lo que podria
deberse a la produccion de sustancias alelopaticas por parte de C.

raciborskii.
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