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Resumen

Los requerimientos nutricionales del crecimiento del fitoplancton en ambientes acuaticos son un
aspecto fundamental de los estudios limnoldgicos. En general, el crecimiento microalgal en lagos se
encuentra limitado por la baja concentracion de fosfato disponible. En consecuencia, los sistemas
celulares de incorporacién del nutriente se activan y el fosfato es rapidamente utilizado por la
comunidad. Como resultado, la concentracién de fosfato externo disminuye hasta un nivel umbral
donde la incorporacion neta cesa por razones energéticas. El fosfato incorporado es almacenado en
granulos de polifosfato para permitir el crecimiento durante periodos de escasez del recurso.
Usualmente se considera que la tasa de crecimiento es proporcional al polifosfato acumulado. Sin
embargo, no existen evidencias para suponer que la célula realice un monitoreo del tamano de la
reserva para fijar la tasa de crecimiento, lo que plantea un problema de regulacién: los organismos
deben incorporar suficiente fosfato para sustentar el crecimiento constante, pero el tamano de los
granulos no debe distorsionar las estructuras celulares. Este problema requiere de un tipo de
adaptacion fisiolégica que permita regular la incorporacién de fosfato y el crecimiento de forma
energéticamente favorable frente a las fluctuaciones del nutriente. Se demostré que cianobacterias
aisladas modifican las propiedades cinéticas de los sistemas de incorporacion de fosfato en
condiciones fluctuantes del suministro del nutriente. Asimismo, un monitoreo de la incorporacién
de fosfato por fitoplancton natural reveldé que los cambios en las propiedades de incorporacion se
asocian con los aportes en el suministro del recurso. Sin embargo, no se conoce si la comunidad en
su conjunto posee la capacidad de adaptar la cinética de incorporacion de fosfato a los cambios en
el suministro del recurso ni su implicancia en el crecimiento algal. El objetivo general de la
presente tesis fue investigar los patrones de la incorporacion neta de fosfato por la comunidad de
fitoplancton en un lago hipereutréfico como respuesta a las fluctuaciones en la concentracion
externa del nutriente. La principal pregunta planted si el fitoplancton del Lago Rodé tiene la
capacidad de alterar la cinética de incorporacion de fosfato cuando se producen fluctuaciones en la
concentracion externa del recurso y si estos cambios fisioldgicos afectan la tasa de crecimiento.
Durante el periodo de estudio, la comunidad fitoplancténica del Lago Rodd estuvo dominada por
cianobacterias filamentosas (Planktothrix agardhii y Raphidiopsis mediterranea). Los resultados
mostraron que las cortas escalas temporales del proceso de incorporacién y el rango de
concentracion nanomolar del valor umbral dificultan la construccion de una relacidén histérica del
crecimiento fitoplancténico a partir de la determinacién de nutrientes en este tipo de lagos. Debido
a la sensibilidad de respuesta de los organismos fue necesario aplicar una estrategia experimental
para modificar el rango de concentracién y tiempos de exposicién aplicados al estado fisioldgico
prevaleciente del fitoplancton en el ambiente. Aplicando secuencias de pulsos de fosfato a
incubaciones de fitoplancton natural pudo demostrarse que las alteraciones de la cinética de
incorporacion de fosfato se producen de forma coherente y homogénea, debido a que la reduccién
de la tasa de incorporacion y el aumento del valor umbral ocurren previo a colmar su capacidad de
incorporacién y a que dicho valor se mantuvo elevado por un periodo prolongado (>20 horas).
Estas respuestas cinéticas se asociaron con un mayor crecimiento fitoplancténico. Los cambios
cinéticos reflejaron la persistencia de los incrementos previos del nutriente a los que los
organismos estuvieron expuestos, aunque no se asociaron directamente con la concentracién del
pulso de fosfato. A su vez, la persistencia del fosfato en el medio dependié de la actividad del
conjunto de la comunidad. La sensibilidad y flexibilidad fisiolégica del fitoplancton frente a las
fluctuaciones de fosfato se evidencid en la respuesta diferencial a pulsos idénticos pero aplicados
en orden inverso. Los resultados experimentales y la simulacién de escenarios con un modelo
propuesto para describir una comunidad cuestionan el concepto de exclusién competitiva por
agotamiento del recurso. Asimismo, los resultados de la presente tesis sugieren que el grado de
flexibilidad de respuesta para optimizar la obtencidon del fosfato externo fluctuante debe ser un
factor clave para el crecimiento y la estabilidad de las poblaciones de fitoplancton en el medio
acuatico. La coherencia y persistencia de la respuesta fisioldgica se discute en relaciéon a una
posible propiedad de almacenamiento y transferencia de informacion de los estados fisioldgicos
adaptados a los pulsos previos.



Abstract

The nutritional requirements of phytoplankton growth are a central issue in limnological studies.
Generally, the microalgal growth in lakes is limited by the low concentration of available
phosphate. In consequence, the cellular uptake systems activate and the external phosphate is
rapidly utilized by the community. As a result, the external concentration decreases to a threshold
level in which net phosphate incorporation ceases for energetic reasons. During transient increases,
phosphate is taken up and stored in polyphosphate granules to sustain growth during resource
shortage periods. Usually, it is considered that growth rate is proportional to the stored phosphate.
However, there are no evidences to speculate that the size of the granules is monitored by the cell
in order to fix the growth rate. Therefore, a regulation problem emerges when sufficient phosphate
must be incorporated by the organisms to sustain constant growth but the size of polyphosphate
granules must not disrupt cell structures. This problem can be solved through a physiological
adaptation that allows the cell to regulate phosphate uptake and growth in an energetically
favourable mode according to the external phosphate fluctuations. Investigations with
cyanobacteria cultures showed that the phosphate uptake systems adapt their kinetic properties to
the prevailing phosphate fluctuations previously to saturate the storage capacity of the cell. A
monitoring of the phosphate uptake behaviour of natural phytoplankton in lakes revealed changes
in kinetic properties which were related to fluctuations in phosphate supply. However, it is
unknown if the whole community has the capability of adapting the phosphate uptake kinetics to
the external phosphate alterations as well as its role for algal growth. The general objective of this
thesis was to investigate the patterns of net phosphate uptake by the phytoplankton community in
a hipereutrophic lake under fluctuations in the external phosphate concentration. The main
question addressed was if the capability of phytoplankton community of Lago Rodd has the
property of altering their kinetic properties of phosphate uptake when subjected to fluctuations in
the external concentration and if these physiological changes affect the growth rate. During the
study period, phytoplankton was dominated by filamentous cyanobacteria (Planktothrix agardhii
and Raphidiopsis mediterranea). The results showed that it is not possible to construct a historical
relationship between the phytoplankton growth and the nutrient concentration in this type of lakes
due to the short temporal scale of the uptake process and the nanomolar concentration range of
the threshold value. It was necessary to develop a research strategy to adapt the applied
phosphate concentration ranges and exposure times to the prevailing physiological state of the
phytoplankton in the lake. It was shown in this thesis that incubations performed with natural
phytoplankton subjected to sequences of phosphate pulses responded coherently and
homogeneously by reducing the uptake rate and increasing the threshold value before saturating
their store capacity. The higher threshold value was kept for a prolonged period of time (>20
hours) and the new kinetic properties were related with a higher growth rate. These kinetic
alterations reflected the persistency of previous phosphate increments to which the organisms
were exposed, although these alterations were not related with the total concentration applied. In
addition, the persistency of phosphate in the medium depended on the activity of the whole
community. The sensitivity and physiological flexibility of phytoplankton to phosphate fluctuations
were revealed when a distinct adaptive response was observed under identical pulse concentrations
but applied in inverse order. Laboratory experiments and a model simulation of possible scenarios
performed in this thesis contradict the exclusion competitive principle due to resource exhaustion.
Furthermore, these results suggest that the kinetic response flexibility to optimally acquire the
fluctuating external phosphate may be a key factor for the growth and stability of phytoplankton
populations. The coherence and persistency of the physiological response are discussed in relation
to a possible information storage and propagation property of the adapted states to previous
phosphate fluctuations.
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Glosario de simbolos

AB

ADP
ATP
BA

Br

Clo a
Ce
CP

moles de ATP hidrolizado por moles de fosfato activamente trasportado a través de la
membrana celular

submuestra del experimento pretratada con un pulso de concentracion de fosfato alto y
otro bajo

concentracion de ADP citoplasmatico
concentracion de ATP citoplasmatico

submuestra del experimento pretratada con un pulso de concentracion de fosfato bajo
y otro alto

biovolumen de cada taxa de fitoplancton
submuestra control del experimento
clorofila a

transportador libre

complejo fosfato transportador del lado externo o interno de la membrana (CiP. y CP;,
respectivamente)

energia libre de la reaccion

es el gradiente de pH a través de la membrana tilacoide

tasa de formacion de ATP por fotofosforilacidon

flujo neto de fosfato, tasa neta de incorporacion de fosfato

tasa de formacion de polifosfato

flujo de fosfato activo a través de la membrana celular impulsado por una ATPasa
flujo de fosfato a través de la membrana celular por difusién facilitada

constante de equilibrio para la formacién de polifosfato

constante de equilibrio para la distribucidn pasiva de fosfato a través de la membrana
celular

constante de equilibrio para la hidrélisis de ATP
constante de Michaelis-Menten de las reacciones hacia el citoplasma
constante de Michaelis-Menten de las reacciones desde el citoplasma

coeficiente de conductividad de la membrana del término no lineal de la relacion
flujo—fuerza

coeficiente de conductividad de la relacién flujo—fuerza para el trasporte activo

coeficiente de conductividad de la relacion flujo—fuerza para la formacion de ATP por
fotofosforilacion



L3

Lpas

npHT
anE
NH,4
NID
NO,

NO;

[*2Pe]
[P'ela

[Pela
PO,
PP
Pr
+P

RT

So
Sll SZ y C
spl,2y3

coeficiente de conductividad de la relacién flujo—fuerza para la formacion polifosfato
coeficiente de conductividad de la membrana del término lineal la relacion flujo—fuerza
coeficiente de conductividad de la relacién flujo—fuerza para trasporte pasivo de fosfato
exponente entero > 1 del término no lineal de la relacidn flujo—fuerza

numero de alicuotas tomadas de la submuestra de fitoplancton. Subindice: nimero de
moléculas

estequiometria de protones/ATP de la fotofosforilacion

numero promedio de protones transportados por fosfato incorporado

numero promedio de protones transportados a través de la membrana tilacoide
numero promedio de protones transportados al citoplasma

amonio

nitrégeno inorganico disuelto

nitrito

nitrato

nitrégeno total

submuestras preincubadas con la adicidn de nitrato

oxigeno disuelto

concentracion de fosfato externo

concentracion de fosfato citoplasmatico

isétopo radiactivo de fosforo

concentracidn de fosfato externo marcado con el isétopo radiactivo de fésforo

concentracion umbral de fosfato medida experimentalmente (promedio y desvio
estandar de al menos las tres Gltimas concentraciones minimas de 32P. luego de la
aplicacién de cada pulso de 3?P)

concentracion umbral de fosfato determinado con el ajuste de la funcién flujo-fuerza
ortofosfato

polifosfato

fésforo total

submuestras incubadas con la adicidén de fosfato no radiactivo

R: constante de los gases; T: temperatura absoluta

concentracion de sustrato inicial

concentracion de sustrato externo a las células en el tiempo t

submuestras de fitoplancton tomadas de la misma muestra de agua del Lago Rodo

representacién de especies tedricas de fitoplancton utilizadas para la simulaciéon de la
incorporacién de fosfato por una comunidad

tiempo de exposicién del fitoplancton al 3?P, sobre el valor umbral
velocidad méxima de trasporte de fosfato al citoplasma

velocidad méxima de trasporte de fosfato desde el citoplasma
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Introduccion general

Introduccion

Uno de los temas centrales de investigacion en ecologia acuatica refiere al estudio de las ventajas
adaptativas que permiten a los organismos fitoplanctdnicos obtener los recursos necesarios para
sustentar el crecimiento y como esto influye en la estructura de la comunidad, la interaccién entre
las poblaciones y el ambiente (Reynolds 1997). Generalmente, los requerimientos nutricionales del
fitoplancton estan relacionados con su composicién elemental, la cual es similar a la proporcion de
nutrientes encontrada en la mayoria de los ecosistemas acuaticos. Asi, Redfield et al. (1963)
propusieron una relacion atdmica éptima entre fosfato (PO,) y nitrato (NO3) de 16:1 para el
crecimiento algal, la cual es modulada por el propio metabolismo del fitoplancton en los
ecosistemas. Sin embargo, existen desviaciones de esta relacion y su rol en los ciclos
biogeoquimicos globales es pobremente comprendido (Christian 2005). Estas desviaciones pueden
deberse a que las estructuras celulares tienen su propia y Unica composicion estequiométrica
(Falkowski 2000, Geider & La Roche 2002). También, a la plasticidad fisioldgica del fitoplancton de
fijar nitr6geno atmosférico, a su capacidad de adaptarse al estrés por fésforo mediante la reduccion
de varios requerimientos celulares y al almacenamiento de fosfato en acimulos intracelulares
(Klausmeier et al. 2004, Christian 2005). Los cambios en la relacion atémica debido al aporte
diferencial de nutrientes pueden dar lugar al crecimiento masivo de fitoplancton en lagos y océanos
(Arrigo 2005). En general, en sistemas acuaticos continentales, el fendmeno de crecimiento masivo
se circunscribe al grupo de las cianobacterias, aunque las causas que lo provocan no han sido
completamente esclarecidas (Dokulil & Teubner 2000). Las floraciones de microalgas se han
transformado en una problematica frecuente para los lagos someros a escala mundial, como
consecuencia del aumento del aporte de nutrientes de origen antrépico y el cambio climatico
(Scheffer et al. 1997, De Ledn & Yunes 2001, Dokulil & Teubner 2003, Jackson 2003, Scheffer
2007), con el agravante de la presencia de especies productoras de toxinas (Albay et al. 2003).

Considerando la importancia de los requerimientos nutricionales que gobiernan el crecimiento del
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fitoplancton en ambientes naturales, el estudio de la relacion entre la utilizacion de nutrientes y el

crecimiento de las poblaciones microalgales posee valor tedrico y aplicado.

En general, el crecimiento fitoplanctonico en lagos se encuentra limitado por las bajas
concentraciones disponibles de fosfato (Hudson et al. 2000), y por lo tanto, un incremento en el
aporte de este nutriente resultara en la estimulacidon del crecimiento microalgal (Schindler 1977).
La incorporacién de nutrientes y el crecimiento de microalgas han sido descritas por varios modelos
empiricos. El modelo de Michaelis-Menten es el mas utilizado y relaciona la tasa irreversible de
incorporacion con la concentracion externa de sustrato, la que sera igual a cero cuando todo el
sustrato sea convertido en producto. Por esta razon, la relacidon entre la tasa de incorporacion en
funcion de la concentracidn de sustrato pasara por el origen. Analogamente, Monod (1950) formulo
la tasa de crecimiento como una funcion hiperbdlica de la concentracién externa del nutriente,
asumiendo que la absorcion del sustrato externo obedece la funcidon de Michaelis-Menten. A su vez,
el modelo de Droop (1973) describe la tasa de crecimiento en funcidon de la cantidad de nutriente
almacenado (cuota) y predice que el crecimiento se detiene a una concentracion intracelular
minima (cuota minima). Combinaciones de las constantes cinéticas de estos modelos se han
utilizado para caracterizar la incorporacion de nutrientes por especies de fitoplancton y asi clasificar
a los organismos en estrategias de incorporacion y crecimiento (Sommer 1989, Sommer 1995,
Spijkerman & Coesel 1997, Ducobu et al. 1998). Segln la clasificacion de Sommer (1989), es
esperable que en ambientes deficientes en fosfato, en los cuales ocurran pulsos de concentracion
poco frecuentes, se seleccionen especies con una alta capacidad de almacenar el nutriente
(estrategas por almacenamiento). Asimismo, en ambientes en los que se producen pulsos
pequeiios y frecuentes de fosfato se seleccionaran especies con crecimiento rapido (estrategas por
crecimiento) y el aporte de bajas concentraciones externas favorecera a organismos con una alta
afinidad por el sustrato (estrategas por afinidad) (Sommer 1989). Estas estrategias fueron
construidas sobre las bases tedricas de la funcidén de Michaelis, la teoria de competencia por
recursos y el principio de exclusidn competitiva para fitoplancton de Tilman (1982). Esta
clasificacion presupone que la utilizacion de un mismo recurso por varias especies de fitoplancton
en lagos impone una restriccién y que los prerrequisitos necesarios para evitar la exclusion por
agotamiento del recurso son poseer una alta velocidad de incorporacién o una mayor capacidad de
almacenamiento del recurso (Sommer 1989). Esta aparente competencia por un mismo recurso en
un medio relativamente homogéneo, admite que Unicamente el mejor competidor sobreviva
(Hardin 1960). Sin embargo, dicha idea se contradice con la gran diversidad de las comunidades de
fitoplancton, observacion que se denomind “paradoja del plancton” (Hutchinson 1961). Desde
entonces se han propuesto varias soluciones relacionadas con las condiciones de no equilibrio,
como la co-limitacion por nutrientes y las oscilaciones o fluctuaciones cadticas (Huisman &
Weissing 1999, 2000, 2001). Un denominador comun de estas interpretaciones es la variabilidad
del medio externo en combinacién con la inalterabilidad de las propiedades fisiolégicas de los
organismos, seglin se argumenta en algunas criticas (Reynolds 1998, Falkner & Falkner 2000). Al
respecto, el modelo de Huisman et al. (2001) muestra que es posible un aumento de la diversidad

esperada cuando se incluyen propiedades fisioldgicas alternables entre los grupos coexistentes.

Otros conceptos sobre el proceso de incorporacidon de fosfato y el crecimiento de fitoplancton
surgen de observaciones directas realizadas en lagos y en cultivos deficientes por fosfato. Bajo esta
condicion nutricional, los sistemas celulares de incorporacion del nutriente se activan y el fosfato

disponible es rapidamente utilizado por la comunidad de fitoplancton (Einsele 1941, Rigler 1956).
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Rigler (1956) observd que, luego de repetidas adiciones de fosfato radiactivo aplicadas
directamente a un lago, la incorporaciéon del trazador se detuvo a la misma concentracion minima
estacionaria. Posteriormente, se pudo determinar en condiciones de laboratorio que |la
concentracion de fosfato decrece hasta niveles en donde la energia requerida por el sistema de
incorporacion se hace insuficiente para superar el gradiente de concentracidon a través de la
membrana celular (Falkner et al. 1989, Wagner et al. 1995, Falkner et al. 1996). Entonces, la
incorporacion y el crecimiento posterior del fitoplancton es sélo posible si la concentracidon externa
de fosfato excede, al menos ocasionalmente, este valor umbral energético, el cual se encuentra
usualmente en rangos nanomolares (Falkner et al. 1989, Falkner et al. 1994, Aubriot et al. 2000).
Debido a que estas bajas concentraciones se encuentran por debajo de los limites de deteccion de
los métodos analiticos convencionales, existen escasas investigaciones sobre la regulacion de la
incorporacion neta de fosfato por fitoplancton natural (Falkner et al. 1984, Falkner & Falkner 1989,
Istvanovics et al. 1994, Istvanovics & Herodek 1995) y particularmente sobre el valor umbral
(Falkner & Falkner 1989, Aubriot et al. 2000). Se han observado desviaciones de los modelos
empiricos, especialmente en rangos bajos de concentracion, debido a la existencia del valor umbral
de fosfato en cultivos algales y en fitoplancton en lagos (Olsen 1989). Por esta razén, varios
autores han optado por la sustitucién de la concentracion de sustrato inicial en el medio (S) por el
término S-S, siendo Sy la concentracién de sustrato externo a las células al tiempo t (Droop 1974,
Button 1985, Smith & Yamanaka 2007). Sin embargo, esta modificacion de la ecuacién de
Michaelis altera la base tedrica de la ecuacion original para la interpretacion de la incorporacion

neta de nutrientes (Falkner et al. 1995).

Cuando el fosfato se incorpora de forma activa es almacenado mediante la agregacion del
nutriente en granulos osmoticamente inertes (Kulaev & Vagabov 1983). Los polifosfatos formados
seran la fuente de fosforo para la proliferacion celular (“fendmeno excedente” o “surplus
phenomenon”, Liss & Langen 1962). Usualmente se considera que la tasa de crecimiento es mayor
cuanto mas fosfato es acumulado por los organismos (Droop 1973). Sin embargo, el monitoreo
directo del tamafio de la reserva por la célula en crecimiento es dificil de conjeturar, por lo que
queda planteada la incégnita acerca de las bases fisioldgicas del enlace entre el almacenamiento de
polifosfato y la tasa de crecimiento microalgal (Wagner et al. 2000). Entonces, este
almacenamiento plantea un problema de regulacién, debido a que el fitoplancton debe incorporar
suficiente fosfato durante los incrementos externos transitorios para sustentar el crecimiento
constante; sin embargo, los granulos de polifosfato no deben ser demasiado grandes como para
distorsionar las estructuras celulares. Este problema aparente puede resolverse a través de un tipo
de regulacion fisioldgica que permita ajustar la incorporacion de fosfato de forma energéticamente
favorable frente a los incrementos en el suministro del nutriente (Falkner et al. 1996).
Investigaciones con cultivos de una cianobacteria picoplancténica (Anacystis nidulans) y otra
filamentosa (Anabaena variabilis) pudieron determinar que, bajo condiciones fluctuantes del
suministro de fosfato, los sistemas de incorporacién de estas cianobacterias modifican sus
propiedades cinéticas mediante el incremento del valor umbral, independientemente de la cantidad
de fosfato almacenado (Falkner et al. 1995, Wagner et al. 1995, Falkner & Falkner 2003). Este
comportamiento del sistema de incorporacién fue denominado “adaptacion” por Falkner et al.
(1989) y se circunscribe a la definicion de Begon et al. (1990): “los cambios en la forma o
comportamiento de un organismo durante su vida, como respuesta a estimulos ambientales”.

Aplicado al caso presente se utilizara el término “adaptacién fisioldgica” (sensu Falkner et al. 1996)
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como las alteraciones bioquimicas complejas por las cuales los organismos se aclimatan, de forma
energéticamente favorable, a un patréon determinado del nutriente. Dicha definicién se diferencia
de las respuestas fisioldgicas entendidas en términos generales debido a que estas Ultimas
contemplan la inhibicion de alguna funcidn (ej.: respuesta a un téxico). Entonces, la adaptacion o
aclimatacién de los organismos seria una adaptacion fisioldgica reversible a uno o varios factores
ambientales cambiantes (Prosser 1955, Lagerspetz 2006). Estas propiedades adaptativas del
sistema de incorporacidon de fosfato estan relacionadas con una mayor eficiencia en la utilizacion de
la energia impulsora del proceso (Falkner et al. 1993). La eficiencia del proceso se puede analizar
mediante la dependencia lineal entre la tasa de absorcién de sales minerales y el logaritmo de la
concentracion externa, originalmente estudiada en plantas por Thellier (1970). Posteriormente,
Falkner et al. (1989) propusieron que esta dependencia puede ser expresada como una relacién
proporcional entre el flujo y la fuerza impulsora del proceso de incorporacion (relacion flujo-
fuerza). Esta relacion fue utilizada para analizar las propiedades adaptativas de incorporacion de
fosfato en cultivos de cianobacterias unicelulares y filamentosas (ej.: Falkner et al. 1995, Wagner
et al. 1995, Falkner & Falkner 2003), asi como para analizar la incorporacion del nutriente por
fitoplancton en lagos (Falkner & Falkner 1989, Istvanovics & Herodek 1995, Aubriot et al. 2000).

El premarcado de comunidades naturales con [3?P] y el analisis de la cinética de incorporacidn
con la relacion flujo-fuerza, demostraron ser herramientas apropiadas para interpretar el
comportamiento de incorporacién neto de fosfato por fitoplancton natural (Aubriot et al. 2000).
Aubriot et al. (2000) determinaron que la cinética de incorporacién y los valores umbrales de
fosfato del fitoplancton variaron de acuerdo al suministro del nutriente en lagos (Aubriot et al.
2000). En general, el valor umbral aumenté y la tasa de incorporacién de fosfato disminuyé cuando
se produjo un aporte del nutriente al ecosistema. Estos cambios pueden ser explicados por dos
hipotesis alternativas que surgen del trabajo de Aubriot (2000): (1) la nueva condicién nutricional
en el ambiente provoca un cambio en la estructura de la comunidad, tal que favorece el desarrollo
de los organismos con las propiedades cinéticas y energéticas observadas. Esta idea esta basada
en la nocidn de competencia por recursos, a partir de la cual se considera que las especies
fitoplanctdnicas poseen propiedades cinéticas de incorporacidon de nutrientes estables y especificas,
las cuales fueron evolutivamente seleccionadas (ej.: Tilman 1982, Sommer 1999). (2) Estos
cambios cinéticos y energéticos reflejan una propiedad fisiolégica de la comunidad, mediante la
cual los organismos se adaptan de forma energéticamente favorable a los incrementos de la
concentracién de fosfato, de forma tal que cada organismo modifica su actividad de incorporacién
de modo coherente, mediante la obtenciéon de un valor umbral comun y estable. Esta respuesta
fisioldgica podria determinar procesos celulares subsecuentes que resulten en una regulacion del

crecimiento de los organismos (Wagner et al. 2000).

Al presente no existen evidencias experimentales que demuestren la capacidad de la comunidad
de fitoplancton de modificar su fisiologia de forma coherente y uniforme con respecto a las
fluctuaciones del nutriente, con el fin de obtener los recursos de un modo energéticamente
favorable. Por consiguiente, el objetivo general de la presente tesis fue investigar los patrones de
la incorporacion neta de fosfato por la comunidad de fitoplancton en un lago hipereutréfico como
respuesta a las fluctuaciones en la concentracion externa del nutriente. Asimismo, se procurd
caracterizar si las respuestas cinéticas de incorporacién de fosfato por el fitoplancton se producen
de forma conjunta y uniforme con respecto a los valores umbrales de fosfato, su persistencia

temporal, asi como su relaciéon con la estructura de la comunidad y su rol en el crecimiento



Introduccion general 5

microalgal. Esta fisiologia adaptable de los organismos y sus posibles ventajas energéticas podria
explicar la presencia de un mayor nimero de especies coexistentes. Entonces, la permanencia en
el ecosistema podria depender de su habilidad de optimizar la obtencién del recurso para sustentar
el crecimiento constante, de acuerdo al rango y amplitud de las fluctuaciones que ocurren en su

ambiente.

Hipotesis general de trabajo

La comunidad de fitoplancton de un lago hipereutrofico altera la cinética de incorporacién de
fosfato cuando se producen fluctuaciones en la concentracion externa del nutriente y antes de

saturar la capacidad de acumulacién del mismo.

Objetivos

Objetivo general

Investigar los patrones de la incorporacion neta de fosfato por la comunidad de fitoplancton en un

lago hipereutréfico, como respuesta a los cambios en la concentracion externa del nutriente.

Objetivos especificos
1. Relacionar la deficiencia por fosfato del fitoplancton con las relaciones elementales entre

nitrato y fosfato en el agua.

2. Determinar si una comunidad fitoplancténica altera su cinética de incorporacion de fosfato

frente a los incrementos temporales en la concentraciéon externa.

3. Probar si las nuevas curvas de remocién de fosfato se ajustan a la relacion flujo-fuerza luego

de una alteracidon de la cinética de incorporacion del nutriente.

4. Investigar si los cambios cinéticos de la incorporacion de fosfato varian con la estructura de

la comunidad de fitoplancton.

5. Examinar si la alteracién de la cinética de incorporacion de fosfato afecta la tasa de

crecimiento de la comunidad fitoplancténica.

6. Evaluar si la cinética de incorporacién de fosfato del fitoplancton es sensible al orden en que

se suceden los incrementos del nutriente.

Alcances de la investigacion

Para alcanzar el objetivo general de la presente tesis se estudid inicialmente el estado nutricional
del fitoplancton a través de procesos ecofisiolégicos que ocurren en rangos nanomolares y se los
cotejé con las relaciones elementales estequiométricas usualmente utilizadas en estudios de
limnologia para inferir cualidades nutricionales de ambientes acuaticos. Se realizaron incubaciones
de muestras naturales tomadas del Lago Rodd, a las que se les adicioné pulsos de [3?P] fosfato
para evaluar la deficiencia por fosfato del fitoplancton y su relacion con la disponibilidad de los

principales nutrientes (Capitulo 2).
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Posteriormente, para conocer si la comunidad posee la propiedad de alterar su cinética de
incorporacién de fosfato, se aplicd la misma concentracidn total de [3?P] fosfato distribuida en dos
patrones de pulsos diferentes en incubaciones paralelas provenientes de la misma muestra del
lago. Los cambios inmediatos de la cinética de incorporacidn de fosfato fueron analizados vy
comparados con el modelo flujo-fuerza de Falkner et al. (1989, 2006). La respuesta de la
comunidad fue analizada con un modelo de incorporacion de fosfato por una poblacién de
cianobacterias (Plaetzer et al. 2005), modificado para simular la incorporacion de fosfato de una
comunidad fitoplancténica. Esta simulacion fue interpretada en el contexto de la controversia entre

la nociéon de competencia por recursos y la paradoja del plancton (Capitulo 3).

A continuacion, mediante la aplicacion de pulsos de rango micromolar, se procurd determinar la
flexibilidad de la respuesta cinética y su persistencia a largo plazo, y si dichas propiedades son
mantenidas durante el crecimiento de la comunidad. Asimismo, se investigd si estos cambios

cinéticos y energéticos afectan el crecimiento fitoplancténico (Capitulo 4).

Finalmente, para profundizar en las respuestas comunitarias, se investigd la sensibilidad del
comportamiento de incorporacion de fosfato al orden en que los pulsos del nutriente se suceden en
el medio y su efecto en el crecimiento. En este sentido, se procuré determinar la forma en que el
fosfato es acumulado durante la alteracion cinética. Para interpretar la propagacion del proceso
adaptativo y su relacion con la acumulacién de polifosfato se utilizd el modelo modificado de
incorporacion por una comunidad de fitoplancton (Capitulo 5).

Principales preguntas planteadas:

Capitulo 2: ¢Cémo se relaciona la deficiencia por fosfato de la comunidad de fitoplancton con la variacion

de la concentracién de nutrientes en el Lago Rod4?

Capitulo 3: éPosee la comunidad de fitoplancton la propiedad de alterar la cinética de incorporacion de

fosfato cuando se producen pulsos externos del nutriente?

éBajo qué condiciones y en qué escala temporal se produciria dicha respuesta cinética y qué

alteraciones cinéticas implica?
éCuales son las implicancias de este comportamiento de incorporacion de fosfato en el
contexto de la teoria de competencia por recursos?

Capitulo 4:  ¢Cuan persistentes en el tiempo son las nuevas propiedades de incorporacion de la
comunidad?
¢Son mantenidas estas propiedades durante el crecimiento? {Afectan su tasa?

¢Qué ventajas confiere a las poblaciones de fitoplancton la capacidad de adaptase a las

fluctuaciones de fosfato?

Capitulo 5: ¢Es el comportamiento de incorporacidén de fosfato del fitoplancton sensible a un cambio en

la secuencia de pulsos externos del nutriente?

¢Como se modifica la relacion entre flujos y fuerzas de la incorporacion de fosfato?
éCémo se acumula el fosfato intracelular durante los cambios cinéticos?

¢Qué implicancias tiene este comportamiento en el crecimiento de la comunidad?

¢Coémo se propagan las modificaciones del proceso de incorporacidén durante la sucesion de

pulsos externos de fosfato?
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Consideraciones teoricas

El modelo de flujo-fuerza elaborado por Falkner et al. (1989) fue desarrollado con la cianobacteria
Anacystis nidulans y se basa en que el estado transitorio de absorciéon de fosfato, refleja en
términos cinéticos y energéticos la conversion de fosfato externo en polifosfato (Healey 1982).
Cuando el crecimiento de algas esta limitado por el suministro de fosfato, el incremento de la
concentracidon externa es seguido de la absorcidn intensa por los organismos, de tal forma que la
cantidad de fosfato almacenado excede varias veces el contenido celular inicial del nutriente. Por lo
tanto, la biosintesis de polifosfato a partir de fosfato es sdlo posible si una fuente de energia es
suministrada. La energia consumida para el proceso de absorcidén aumenta si la concentracién de
fosfato externo es baja y la absorcion cesa cuando la energia disponible es insuficiente para
sustentar la incorporacion. Este proceso de formacion de polifosfato comprende tres etapas en

presencia de luz:
- transporte del fosfato externo hacia el interior celular,

- la formacién de ATP a partir de ADP y fosfato interno por fotofosforilacion (en la luz) o

fosforilacion oxidativa (en oscuridad),
- polimerizacion del grupo terminal fosfato de ATP a polifosfato (Fig. 1-1).
El trasporte de fosfato al citoplasma (reaccién 1, Fig. 1-1) es catalizado por una “proteina de

trasporte” que transloca la molécula del nutriente a través de la membrana celular, posiblemente
por cotransporte con protones (Rosenberg 1987). A bajas concentraciones externas, el proceso

procede en contra de un gradiente electroquimico entre el ambiente y el citoplasma, por lo cual

4 ~ N
£/ cHop ADP NN
i : \ Posr +ADP \
| { { &) ks, | |
| X ® | |
CHO « ATP 1]
Pn
X
CH+ [H] ATP membrang tilocoids

; ~ membrana citoplasmatica e

Fig. 1-1. Conversién de fosfato externo en polifosfato en la cianobacteria Anacystis nidulans (modificado de
Falkner et al. 1996, Plaetzer et al. 2005). Ver explicacidn y abreviaciones en el texto.
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requiere una fuente de energia. En A. nidulans la energia es suministrada por una ATPasa (reaccion
2, Fig. 1-1), la cual esta acoplada al proceso de trasporte en un grado variable (Wagner & Falkner
1992). Cuanto mayor sea el acoplamiento, menor serd la concentracion umbral externa ([Pe]a). El
fosfato citoplasmatico (P;) y el ADP son convertidos a ATP por una ATPsintasa ubicada en la
membrana tilacoide (reaccién 3, Fig. 1-1). Este proceso utiliza la energia almacenada en el
gradiente de pH (ApH) a través de la membrana tilacoide. El grupo terminal de fosfato del ATP
puede contribuir tanto a la elongacién de la cadena de polifosfato P, (n: indica el nimero de
atomos de P en la cadena; reaccion 4, Fig. 1-1) o ser liberado durante la utilizacién de ATP por un
proceso impulsado por energia (reaccidn 5, Fig. 1-1). El ATP también es usado para aportar fosfato

a los compuestos organicos de la célula en crecimiento (reaccién 6, Fig. 1-1).

Si se asume que la interaccion entre el fosfato externo y el polifosfato interno es determinada por
las reacciones consecutivas arriba descritas, puede ser postulada una proporcionalidad entre la
concentracion de fosfato externo y las actividades citoplasmaticas involucradas en la formacion de
polifosfato (Falkner et al. 1994). Si estas condiciones se cumplen, el proceso general de formacion
de polifosfato PP,, PP,.; a partir del fosfato externo puede ser descrito por las siguientes

reacciones:

P 5 P
P, + ADP & ATP

ATP + PP, § ADP + PP,,;

La suma de estas reacciones se corresponde con el proceso general de incorporacién del fosfato

externo hacia el polifosfato citoplasmatico acumulado
Pe + I:’Pn s I:’n+1

y su constante de equilibrio serd K'. Este proceso se encuentra acoplado con el transporte de

protones a través de la membrana tilacoide (T) y el citoplasma (C), y puede ser formulado como
nHr S ngHe
Entonces, si n, es el numero promedio de protones transportados por fosfato incorporado, la
reaccion de formacién de polifosfato puede ser escrita como:
Pe + PP, + an¥ s Ppyr + anE

La energia libre -AG = RTIn(KS/P) (en la que S y P corresponden a la concentracién de sustrato y

producto, respectivamente) de la reaccién puede ser adaptada al caso presente como:
-AG = 2.3 RT (log(K'[Pc]) + npApHr)

La energia igual a 2.3 RT log(K'[P.]) es aquella que debe ser consumida para convertir fosfato
externo en polifosfatos. 2.3 RTnp,ApHr es la fuerza impulsora de la reaccién, donde ApHr es el
gradiente de pH a través de la membrana tilacoide. En el equilibrio termodindmico la afinidad
general es igual a cero, de modo que la incorporacién cesa a una concentracidon de equilibrio [Pc]a.
Llamaremos concentracién umbral a aquella que contempla la energia consumida para la formacion

de polifosfato y la fuerza impulsora cuando son iguales a:
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log[Pe]a = - npApHy - logK! (1)

donde [P.]a es la concentracién umbral. Si n, y ApHr aumentan, el valor de [P.]s disminuye. Cerca
del equilibrio, el flujo de fosfato (Jp) se asume proporcional a la afinidad de la reaccién general.

Este sequira la funcién de Falkner et al. (1989):
Jp = Lp(log(K'[Pe]) + npApHy) (2)

Lp contiene el factor constante 2.3 RT y es el coeficiente de conductividad del transportador de

fosfato. Combinando las ecuaciones (1) y (2) se obtiene una relacién simple de flujo-fuerza:

Jp = Lp (log[Pe] - log[Pc]a) (3)

Esta funcion fue originalmente derivada por Thellier (1970) en su forma general. Posteriormente
fue demostrado por Falkner et al. (1993) que para los rangos de concentracidon limitantes cercanos
al equilibrio, la dependencia entre la tasa neta de incorporacion (Jp) y la concentracion externa [Pe]
obedece dicha funcion. De esta manera, la relacion entre Jp y log[P.] deberia ser lineal, por lo que
la pendiente sera Ly y la interseccidon correspondera al log[P.]a 0 logaritmo del valor umbral. Esta

grafica semilogaritmica se ha dado en llamar “Grafico Thellier”.

La explicacién mas simple para la existencia del valor umbral es que el transporte de fosfato esta
catalizado por un transportador hasta que la concentracion externa de fosfato llega a un valor de
equilibrio [P<]a 0 valor umbral (Falkner et al. 1995). En dicho caso, el proceso de absorcién puede

representarse por el siguiente modelo simplificado (Falkner et al. 1995, Wagner et al. 1995):
P + & s CPe s CP s C + P

Este proceso se encuentra compuesto por reacciones reversibles y podria permitir algin tipo de
control por la formacién del producto (Rhee 1973). De esta forma el fosfato externo P, reacciona
con un transportador libre C;, para formar un complejo fosfato-transportador que libera fosfato en
el lado interno de la membrana (Droop 1974, Falkner et al. 1995). En condiciones donde d[C:P]/dt
= 0, la ecuacién de velocidad puede ser descrita segun Segel (1975) como:

(Ve[Pel/Ke) - (Vi[Pi]/Ki)

p= (4)
1 + [Pel/Ke + [Pi)/K;

donde V. y V; representan las velocidades maximas, K. y K; las constantes de Michaelis de las
reacciones hacia delante (transporte al interior celular) y las reversas respectivamente. La
concentracién de cationes cotransportados permite la acumulaciéon de fosfato en contra de un
gradiente de concentracion, la cual se considera en exceso. La ecuacion (4) puede ser simplificada

usando la relacién de Haldane:
[Pi]/[Pe]A = VK/ViKe = K
resultando en la expresién:

_ ([Pe] - [Pe]A)Ve
= TP+ Ke + (Vo/V)IPIn )

la que contiene un parametro interno V;, mientras que los restantes pueden ser determinados
experimentalmente. Esta ecuacion describe la dependencia de la tasa de incorporacion en la

concentracion como una funcién del valor umbral (Falkner et al. 1995) y asume la concentracion de
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P; constante, debido a que el transporte es mas lento que la fotofosforilacion subsiguiente (Gimmler

1976). Si se aplica este modelo a un transportador simétrico en sus velocidades maximas (Ve = V,),

la ecuacion (5) se simplifica, como fue propuesto por Falkner et al. (1995) y Wagner et al. (1995):
([Pe] - [Pe]A)Ve

P TP+ Ko + [Pl ©)

Esta expresion revela las condiciones donde la extrapolacion lineal de Jp versus log[P.] puede ser
usada para determinar la concentracion de equilibrio [P<]a. Solamente para el caso no real de [Pc]a

= 0, esta funcidn resulta en la ecuacion de Michaelis-Menten.

La Figura 1-2 muestra la dependencia de la tasa de incorporacidon en la concentracion externa,
calculada con la ecuacién (6) a partir de diferentes valores de K¢, [Pcla Y Ve, Y graficada versus el
logaritmo de la concentracion externa. Estos ejemplos tedricos simulan la disminucion observada
en la actividad del sistema de incorporacion, luego de ocurrida la adaptacion de la cinética a

elevadas concentraciones externas.

El primer ejemplo (curva A) representa la situacion previa a la adaptacion, calculada con altos
valores de V. y K., este ultimo excediendo en 200 veces el valor de equilibrio [P.]a. Este caso
representa la situacion donde [P.]<K., reduciéndose la ecuacién (6) a la funcidén de cinética de

primer orden:

Jp = K([Pe] - [Pela)

donde k representa la constante de velocidad equivalente a V¢/Ke.

0 T T T T T T
-9.0 -8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5

log [P,]

Fig. 1-2. Modelos de sistemas de incorporacion de fosfato de Anacystis nidulans. Grafica Thellier de las tasas de
incorporacion en funcién del logaritmo de la concentracidon externa de fosfato. Los calculos fueron realizados
con la ecuacion (6) utilizando los siguientes valores: A: [Pe]a = 1 nM, Ve = 100, Ke = 200 nM; B: [Pe]a = 5 nM,
Ve = 10, Ke = 10 nM; +C: [Pe]a = 30 nM, Ve =10, K. = 30 nM. Los valores de flujo neto Jp y V. estan
expresados en unidades arbitrarias. El logaritmo de la concentracion externa de fosfato es expresado relativo a
la unidad estandar de concentracion (1 M).

En los casos B y C, los valores de K. y [Pe]a fueron del mismo orden de magnitud e iguales

respectivamente. De esta forma se asumidé que los sistemas de incorporacién operaran
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eficientemente cercano al valor de equilibrio, resultando en una relacién lineal que se extiende
desde la concentracion logaritmica de equilibrio. Esta relacion es pseudolineal en un sentido
estricto, observandose que presenta concavidades positivas y negativas aproximadas a la

linealidad.

Este rango de linealidad se extiende sobre un orden de magnitud en la concentracién externa de
fosfato. Si los sistemas de incorporacién B y C operaran simultdneamente, la suma de esos
procesos resulta en una extension de la linealidad dentro de un rango de concentracion mas
extenso aun (Falkner et al. 1995, Wagner et al. 1995). Como la concentracion externa en la cual la
tasa de incorporacién es igual a cero (curva B+C) es mayor que la usada para el célculo de la curva
B, Wagner et al. (1995) proponen que el aumento observado en el valor umbral durante las
adaptaciones cinéticas se debe a que los sistemas de incorporacion mas acoplados deben bombear
en contra del refluyjo de los menos acoplados, por ejemplo, debido a un menor grado de

acoplamiento a una ATPasa (Wagner & Falkner 1992).



Capitulo Z

Cambios en la deficiencia por fosfato de la comunidad de

fitoplancton en un lago hipereutrofico

Introduccion

Los requerimientos nutricionales que regulan el crecimiento fitoplanctdonico constituyen un aspecto
fundamental en el estudio de la eutrofizacion de los ecosistemas acuaticos (Hutchinson 1975,
Margalef 1978, Reynolds 1984). Generalmente, estos requerimientos estan relacionados con la
composicidn elemental del fitoplancton, la cual es similar a la proporciéon de nutrientes encontrada
en los ecosistemas acuaticos (Redfield et al. 1963). Basado en esta asociacion, Redfield et al.
(1963) propusieron que la relacion atémica optima de fosfato (PO,4) y nitrato (NOs) para el
crecimiento algal debe ser 16:1, la cual es controlada en los ecosistemas por el propio metabolismo
del fitoplancton. Sin embargo, existen desviaciones sistematicas de la relacion de Redfield y su rol
en los ciclos biogeoquimicos globales es pobremente comprendido (Christian 2005). Estas
desviaciones pueden deberse a que las estructuras celulares de las especies fitoplancténicas tienen
su propia y Unica composicion estequiométrica (Falkowski 2000, Geider & La Roche 2002). Sin
embargo, las mayores variaciones se deben a las habilidades diferenciales de las especies que
componen el fitoplancton de almacenar nutrientes en acumulos intracelulares (Klausmeier et al.
2004).

En general, el crecimiento algal en lagos se encuentra limitado por las bajas concentraciones de
PO, disponibles (Schindler 1977), y en consecuencia, los sistemas celulares de incorporacién del
nutriente se activan y el PO, disponible es rapidamente utilizado por los organismos de la
comunidad (Einsele 1941, Rigler 1956). Como resultado, la concentracion de PO, externo fluctia
alrededor de un nivel estacionario, llamado valor umbral, en el cual la incorporacién del nutriente
cesa por razones energéticas (Falkner et al. 1989). La incorporacion y el crecimiento posterior es
posible sélo si la concentracion externa de PO, excede este valor umbral, el cual se encuentra
usualmente en rangos nanomolares (Rigler 1956, Falkner & Falkner 1989, Aubriot et al. 2000), por
debajo de los limites de deteccion del método convencional de molibdato. Probablemente es por
esta razdn que existen escasas investigaciones sobre la regulacién de la incorporacién neta de PO,

por comunidades naturales (Falkner et al. 1984, Falkner & Falkner 1989, Istvanovics et al. 1994,
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Istvanovics & Herodek 1995), particularmente acerca del valor umbral (Aubriot et al. 2000). A
través del premarcado de comunidades naturales con [32P], fue posible relacionar los cambios en la
cinética de incorporacion de PO, con el suministro de nutrientes en el Lago Rodd (Aubriot et al.
2000). Posteriormente a dicho estudio, el aporte de nutrientes al Lago Rodd disminuyo
considerablemente (Scasso et al. 2001), modificando la relaciéon entre el N inorganico disuelto
(NID) y PO4. El presente trabajo investigd los cambios en la deficiencia por PO, del fitoplancton del
Lago Rodd en condiciones nutricionales variables y se relacionaron con los cambios en la
concentracion de nutrientes. De esta forma, se procurd comparar la relacion entre el estado
nutricional del fitoplancton, a través de procesos ecofisioldgicos que ocurren a nanoescala, con las
relaciones elementales de nutrientes usualmente utilizadas en estudios de limnologia para inferir

cualidades nutricionales de los ambientes acuaticos.

Materiales y métodos

Area de estudio

Las investigaciones sobre la deficiencia por PO, de comunidades naturales de fitoplancton y la
dindmica de nutrientes se realizaron en los siguientes periodos: 1: enero a mayo de 2003; 2:
diciembre 2003 a mayo 2004; 3: enero a junio 2006 y 4: diciembre 2006 a junio 2007. Las

muestras fueron tomadas del Lago Rodd, Parque Rodo, Montevideo (Fig. 2-1).

El Lago Rodoé es hipereutrofico y somero, con una profundidad media de 1.5 m (max. 2 m, area:

1.3 ha; Fig. 2-1). El aporte artificial de agua al lago durante el periodo de estudio se realizé con un

sistema de recirculacion de agua
subterrdnea a través de piscinas con
hidrdéfilas, con el objetivo de reducir la N
carga de nutrientes inorganicos (Scasso é-
et al. 2001, Rodriguez-Gallego et al.
2004). Durante el periodo de estudio, el
aporte de NO3 y PO, por el sistema de
recirculacion fue tres veces inferior al
aportado directamente por el agua
subterranea (Aubriot 2000). Este sistema
dejé de funcionar definitivamente en

enero de 2006. Existen otras entradas

difusas de nutrientes al lago aportados

Sistema de
recirculacion

por las napas freaticas y la
descomposiciéon de las hojas de los
arboles caducos (Scasso et al. 2001). Los

altos valores de nutrientes en el agua O

-t
. P

vertida resultan en grandes cantidades de

biomasa fitoplancténica en el lago, - -
Fig. 2-1. Mapa del Lago Rodd mostrando la estacion de

caracteristica que amplia las posibilidades = muestreo (circulo negro), el sistema de recirculacién de
agua subterrdnea (linea punteada) y las isolineas de

de experimentacion con la comunidad. profundidad (m).
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Obtencion y procesamiento de las muestras

Una muestra de agua de 5 a 10 | fue obtenida aproximadamente cada 15 dias con una botella
oscura, a una profundidad entre 10 y 30 cm en el sitio de muestreo que indica la Figura 2-1. Este
sitio fue seleccionado por mantener un flujo constante de salida agua del sistema, debido a su
proximidad con la exclusa de rebase de agua. Durante el transporte de la muestra al laboratorio
(ca. 30 min), ésta se protegié de cambios bruscos de temperatura y luz. Para la determinacién de
nutrientes totales y disueltos, tres submuestras de 100 ml se filtraron a través de filtros Whatman
GF/F (25 mm diametro). Las submuestras filtradas se almacenaron inmediatamente a 4 °C para su
posterior analisis. Se separd una submuestra para la identificacion taxonémica y cuantificacién de
fitoplancton, se fijé con solucidn lugol inmediatamente de finalizado el muestreo y se conservd en
oscuridad hasta su procesamiento en laboratorio. El resto de la muestra total fue congelada
inmediatamente (-20 ©°C) al igual que los filtros conteniendo el material particulado para la

posterior extraccidén de clorofila a.

Mediciones in situ

En los muestreos se realizaron mediciones in situ a la profundidad donde se obtuvieron las
muestras de fitoplancton (10 — 30 cm). La columna de agua fue caracterizada por mediciones de
temperatura, oxigeno disuelto (OD) y pH, con sensores Horiba® OM-14 y Horiba® D-24,
respectivamente. La radiacion fotosinteticamente activa (photosynthetically active radiation, PAR)

se midié cada 10 cm con un sensor 4n Licor® LI-250.

Determinaciones espectrofotométricas

Anélisis quimico de muestras de agua. El analisis quimico de nutrientes se realizé en tres
submuestras tomadas de la muestra original de agua de lago. Para el analisis quimico se utilizé un
espectrofotometro Beckman DU600, USA y segun Strickland & Parsons (1972). El PO, fue
determinado con un trayecto éptico de 5 cm (limite analitico >0.3 pmol I'). La concentracién de
fésforo y nitrogeno total (Py y Ny, respectivamente) fueron determinadas de acuerdo a Valderrama
(1981).

Determinacion de clorofila a. Se tomaron tres alicuotas de aproximadamente 100 ml de cada
muestra de lago para la determinacién de clorofila a (Clo a) de la comunidad fitoplancténica, las
gue se filtraron a través de un filtro GF/F Whatman (25 mm diametro). La Clo a fue extraida con
etanol caliente y medida segin Nusch (1980). Los resultados de Clo a se expresan como el

promedio y desvio estandar de las tres alicuotas.

Determinacion de la incorporacion neta de fosfato por fitoplancton

Se tomaron submuestras de 50 ml de la misma muestra original de agua del Lago Rodé usada para
el analisis quimico y bioldgico. Las submuestras fueron filtradas a través de una red de 80 pm de
malla para remover el zooplancton de gran tamano, no observandose la retencién de fitoplancton
por este procedimiento. Posteriormente, las submuestras fueron iluminadas (150 pmol m?2 s,
Licor® LI-250) y agitadas suavemente con un agitador magnético 30 min antes de iniciar la adicién
de [3*?P] PO, y durante el transcurso del experimento. Durante este periodo, las submuestras

fueron mantenidas a una temperatura similar a las condiciones del sitio de muestreo (20 — 26 °C).
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Se aplicaron pulsos de PO, mediante la adicion de una solucién de K,HPO, de concentracion
conocida y marcada con [32P] (Nex-054 PerkinElmer). Dicha adicién resulta en un incremento del
PO, externo [P.] en el rango micromolar (0.5 — 5 pM [3?P] PO,) al tiempo t = 0 o al indicado en la
leyenda de las figuras. Las concentraciones inciales de [32P.] correspondieron a un valor superior al
10% del Py de la muestra luego del primer pulso. A dichas concentraciones iniciales, la tasa del
flujo de [32P] hacia el interior celular es varios 6rdenes de magnitud mayor que la tasa de reflujo
del PO, enddgeno. Por lo tanto, las velocidades iniciales observadas representaron practicamente
incorporacion neta, descartandose los efectos del intercambio isotdpico (Aubriot et al. 2000). De
esta forma fue posible caracterizar el comportamiento neto de incorporacion. La reaccion de
incorporacién se inicié por la adicién de una concentracién arbitraria de PO, [32P]. Posteriormente,
se tomaron alicuotas de 0.8 — 1.5 ml a los siguientes tiempos: 0.5, 5, 10, 15, 25, 35, 55 min (a
partir del Ultimo tiempo, se tomaron alicuotas cada ca. 20 min hasta determinar al menos 3 valores
minimos y estables). Las alicuotas fueron filtradas a través de un filtro Millipore HA (0.45 pm de
diametro de poro) dispuesto sobre un portafiltro Sartorius (13 mm de didmetro). Ocasionalmente
se filtraron alicuotas en paralelo a través de filtros de policarbonato de 0.2 ym de didmetro de
poro, sin observarse diferencias significativas con la [32P.] PO, del filtrado obtenida con los filtros
HA de 0.45 pm. La radiactividad del filtrado fue determinada en agua via Cerenkov, usando un
contador de centelleo liquido (Beckman LS 6000, USA).

Analisis cualitativo y cuantitativo de fitoplancton

Los principales taxa se determinaron mediante analisis en microscopio 6ptico Olympus a 400 y
1000 aumentos y se clasificaron en base a Wehr & Sheath (2003). El conteo de células se realizd
usando camaras Sedwick-Rafter de 1 ml mediante la seleccidn de campos aleatorios de acuerdo
con Guillard (1978). El biovolumen de cada taxa (By) se expresé como el porcentaje del
biovolumen total y se calculdé en base a figuras geométricas aproximadas segun Hillebrand et al.
(1999). La biomasa fitoplanctonica se estimé multiplicando el biovolumen de cada taxa por su

abundancia (organismos/ml).

Consideraciones teoricas y analisis de datos

La dependencia de la incorporacion neta en la concentracion externa de PO, fue evaluada con la
funcion flujo-fuerza de Falkner et al. (1989). Esta funcidon postula una relacion entre la tasa de
incorporaciéon y la fuerza impulsora de ese proceso. Esta dependencia proporcional es expresada

como una relacion de flujo-fuerza:
d[Pel/dt = - Lp (log[Pe] - 10g[Pe]a)

en la cual Lp es un coeficiente de conductividad que refleja la actividad del transportador de PO, y
[P<]a el valor umbral en donde la incorporacidon neta cesa (Falkner et al. 1995). Esta funcion fue
desarrollada para el estudio del comportamiento de incorporacion de PO, de la cianobacteria
Anacystis nidulans (Falkner et al. 1989), y demostré ser una herramienta apropiada para
interpretar las variaciones en la incorporacion neta de PO, de comunidades naturales de
fitoplancton (Aubriot et al. 2000). La funcién flujo-fuerza fue ajustada a los datos experimentales a
través de la programacion en el lenguaje de MLAB (Mathematical Modelling System, Civilized
Software, Inc.). La confianza de la funcidn flujo-fuerza aplicada a comunidades naturales fue

confirmada mediante los coeficientes de determinacién del ajuste (r?> = 0.990). La similitud de la
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cinética de incorporacion en submuestras de la misma comunidad de fitoplancton, se evalud

aplicando el mismo pretratamiento y siguiendo el transcurso de la remocion de PO, en incubaciones

paralelas e independientes. Los dos trascursos de remocién de PO, se ajustaron de forma

independiente y se obtuvieron coeficientes de determinacion del ajuste de la funcion flujo-fuerza

iguales al r? resultante del ajuste de los mismos datos en un Unico analisis del conjunto (r?>0.995,
= 16).

La determinacion de las diferencias significativas entre periodos con y sin aporte de agua por
recirculacion, se realizd con el test no paramétrico Mann-Whitney (MW), la diferencias entre
periodos anuales con ANOVA Kruskall-Wallis (KW) y la asociacion estadistica entre variables se
realizdé mediante el test de correlacion de rangos de Spearman (RS), usando Statistica 6.0
(StatSoft, Inc.).

Resultados y discusion

Comunidad fitoplanctonica

La mayoria de las especies encontradas en el Lago Rodd son tipicas de ambientes ricos en
nutrientes (Reynolds 1997). La escasa profundidad, la mezcla continua, la turbidez y las altas

concentraciones de nutrientes en este lago favorecen la dominancia de organismos con estrategias
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Figura 2-2. Distribucion del biovolumen relativo promedio de los taxa de fitoplancton identificados para todos
los periodos de estudio en el Lago Rod6.
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de vida R (ruderales), pertenecientes a los grupos funcionales S (Planktothrix agardhii,
Cyanobacteria) y D (Synedra ulna, diatomea) (Kruk et al. 2002, Reynolds 2006). Las especies
dominantes fueron las cianobacterias filamentosas P. agardhii (contribucidén al biovolumen total:
58.5 %) y Raphidiopsis mediterranea (contribucion al biovolumen total: 18.8 %). P. agardhii
(grupo S) ha sido reportada anteriormente como especie dominante en este sistema (Kruk et al.
2002) (Fig. 2-2). En este estudio, el Bt de P. agardhii fue significativamente mayor durante 2003 y
2006 (KW: p<0.001), mientras que el By de R. mediterranea lo fue durante la mayor fraccion del
periodo estudiado en 2004 (KW: p = 0.001) (Fig. 2-3A). Esta mayor biomasa de dichas
cianobacterias estuvo alternada por la diatomea Synedra ulna, que alcanzé 4.4% del biovolumen
total durante los periodos estudiados (Fig. 2-2). Los restantes 39 taxa (algas verdes, diatomeas,
criptofitas, dinoflagelados y otros) representaron menos del 5 % del biovolumen total (Fig. 2-2).

Las diatomeas dominaron al final del periodo correspondiente a 2007 (KW: p<0.001),
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Figura 2-3. Cambios temporales de la composicion taxondmica y la biomasa de la comunidad de fitoplancton
del Lago Rodd durante el periodo de estudio. A: Biovolumen relativo de los principales taxa de cianobacterias
(Planktothrix agardhii, Raphidiopsis mediterranea y otras cianobacterias), diatomeas y otros grupos (clorofitas,
criptofitas y dinoflagelados). B: Concentracion de clorofila @ (Clo a). La barra de error representa el desvio
estandar y las areas sombreadas muestran los periodos de aporte de agua al lago por recirculacién. La linea
punteada horizontal marca el limite inferior de la clasificacion de lagos hipereutréficos segin la concentracion
de Clo a (Wetzel 2001).
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conjuntamente con flagelados (Chrysophyta) y clorofitas (Monoraphidium sp.), los que fueron

agrupados en la categoria “otros” (Fig. 2-3A).

La concentracién de Clo a promedio en el Lago Rodé fue 162.6 + 80.9 ug Clo a It (Fig. 2-3B).
Estos valores fueron significativamente mayores en los periodos de aporte artificial de agua (KW:
p<0.05), alcanzando un méximo de 411.6 £ 9.8 ug Clo a I'!, mientras que los minimos fueron
registrados en 2007 (45.7 + 1.5 pg Clo a I'') (Fig. 2-3B). Los valores maximos de Clo a se
asociaron con la dominancia de R. mediterranea, mientras que los minimos al final del periodo se
relacionaron con la disminucién de la dominancia por las cianobacterias (P. agardhii) y el
incremento relativo de las diatomeas con otros grupos. El lago se mantuvo en estado hipereutroéfico

en 78% del periodo estudiado segun la clasificacion trofica de Wetzel (2001).

Fluctuaciones temporales de las condiciones nutricionales

El aporte de agua al lago por recirculacidon se produjo fundamentalmente durante los dos primeros
periodos de estudio (2003 y 2004), aunque se produjeron al menos tres interrupciones (Fig. 2-4).
Durante los siguientes dos periodos estudiados, el sistema no recibié aportes de agua por bombeo.
La concentracién de OD sufrié importantes variaciones, con valores maximos durante febrero y
marzo de 2004 (OD >20 mg I'') y minimos durante enero del mismo afio (OD <1 mg I'!). Los
mayores valores de OD correspondieron a los periodos de bombeo de agua y los minimos se
produjeron sobre el sedimento o en toda la columna de agua, luego de la interrupcion del aporte

(OD <5 mg I'Y) (Fig. 2-4).

La Figura 2-5 muestra la variacion de la concentracion de los principales nutrientes disueltos y
totales durante el periodo estudiado. En general, el aporte de agua por recirculacion modificé la
relacion de nutrientes en el lago. El periodo de aporte (2003 - 2006) se caracterizd por valores de
PO, por debajo de los limites de deteccion del método analitico, observandose un incremento
significativo durante 2007 (KW: p<0.0001). De forma similar, la concentracion de NH, tuvo un
incremento progresivo durante los Ultimos dos afios (KW: p<0.05), aunque con importantes

variaciones (rango <0.7 - 25 uM NH,). Las formas oxidadas de N inorganico disuelto (NO, y NOs)

OD (mg B)

Figura 2-4. Variacidn de la concentracién de oxigeno disuelto (OD) en la superficie (circulos negros) y sobre el
sedimento (circulos blancos) de la columna de agua del Lago Rodd durante el periodo de estudio. Las areas
sombreadas representan los periodos de aporte de agua al lago por recirculacion.
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aumentaron significativamente con el aporte de agua por recirculacién (KW: p<0.0001),
presentando posteriormente una rapida disminucién cuando el sistema dejé de funcionar. La
misma tendencia se observa cuando se considera a todas las formas inorganicas de N (NID, KW: p
= 0.002). El Py no se asocid con el régimen hidroldgico del sistema, con valores maximos de 10.2
MM y minimos de 2.7 yM (promedio = 6.0 £ 1.6 uM P;). El Ny sufrid un incremento progresivo de
hasta un orden de magnitud durante el primer periodo, y una disminucion posterior luego de un

afio de cese del aporte artificial de agua (KW: p = 0.002).

A pesar de que no se observaron condiciones andxicas cercanas al sedimento, es esperable que
estas condiciones se hayan producido en la noche o durante periodos de baja intensidad luminica,
en combinacidn con los periodos de mayor tiempo de retencion. Estas condiciones favorecen los
procesos de desnitrificacion y, debido a las altas y fluctuantes concentraciones de NH,, es
presumible que la pérdida de N del sistema se produzca a través de la reduccidén del NO3 a NHy, v
su posterior oxidacién anaerdbica usando NO, como oxidante (anammox) (Richards 1965, Mulder
et al. 1995). Este proceso puede duplicar las tasas de pérdida de N en agua suboxidada y en

contacto con sedimentos ricos en NH4 (Arrigo 2005).

Se produjo una variabilidad importante en la estequiometria de N:P en la columna de agua (Fig.
2-6A). Ademas de los procesos de desnitrificacion, las condiciones reductoras en el sedimento
pudieron favorecer la liberacion de PO, potenciando asi estos cambios. La relacion N:P fue
extremadamente alta para las formas disueltas durante el aporte de agua por recirculacion (670
NID:PO,) y con valores bajos durante los periodos sin dicho aporte (1 NID:PO,4; p = 0.01 MW). Sin
embargo, la relacidon promedio entre las formas totales de N y P se mantuvo cercana al promedio
estequiométrico esperado (16:1) para organismos plancténicos (14.5 £ 6.8 N1:P7). A partir de la
baja relacion NID:PO, y a las altas concentraciones de PO, encontradas en 2007, es esperable que
se produzca una pérdida de la deficiencia por PO, (Fig. 2-6A). Sin embargo, un modelo de
limitacion del crecimiento por nutrientes (Klausmeier et al. 2004) mostré que puede existir un alta
variacién de esta relacion (entre 8.2 y 45) cuando se pretende conocer los valores éptimos de N:P

para el crecimiento del fitoplancton.

La Clo a se correlaciond negativamente con la concentracion de PO4 y NH,4, y positivamente con
NOs;, NO,, P+ y Nt (RS = 0.49, 0.41, 0.39 y 0.42, respectivamente; p<0.05), asi como con la
relacién NID:PO,4 (RS = 0.50, p = 0.001). Estas asociaciones reflejarian un fuerte condicionamiento
del crecimiento del fitoplancton por la disponibilidad de N para todo el periodo. Sin embargo, las
bajas concentraciones de PO, en relacién con el Py, evidencian un alto requerimiento del nutriente,

exceptuando el Ultimo periodo.

Deficiencia por fosfato del fitoplancton

Los valores umbrales de PO, del fitoplancton en los tres primeros periodos fueron
significativamente menores que durante 2007 (p<0.05 KW) y se correlacionaron negativamente
con la relacién NID:PO,4 (RS = -0.35, p<0.05) (Fig. 2-6B). Debido a que los valores umbrales bajos
se corresponden con una mayor deficiencia por PO, (Aubriot et al. 2000), la relacién negativa de
los umbrales con NID:PO, sugiere que un incremento en la disponibilidad de NID puede condicionar
una mayor deficiencia por PO4. En general, los incrementos de NID:PO, estan relacionados a una
mayor concentracién de NID debido a que el PO4 no alcanza valores bajos debido al limite analitico.
La explicacidon de la existencia de una mayor biomasa algal en el Lago Rodd, con una alta relacion
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Figura 2-6. A: Relacion atdémica entre nitrogeno y fésforo en sus formas de nitrégeno inorganico disuelto y
fosfato (DIN:PQ,), nitrégeno total y fésforo total (Nt:Pr). B: valores umbrales ([Pe]a, tridngulos negros) y los
respectivos coeficientes de conductividad (L, circulos blancos) obtenidos del ajuste de la ecuacidén de flujo-
fuerza de las curvas de incorporacién de [3?P.] PO, del pulso inicial, durante el periodo de estudio en el Lago
Rodé. Las areas sombreadas representan los periodos de aporte de agua al lago por recirculacion.

NID:PO, y concentraciones de PO, indetectables, se basa en que los todos los incrementos de PO,
fueron asimilados y, por lo tanto, el crecimiento se mantuvo a expensas de las reservas del
nutriente y al NID disponible.

Las actividad de incorporacion de PO, (Lp), fue generalmente mayor durante los periodos de alta
NID:PO4 (RS = 0.36, p<0.05) (Fig. 2-6B). Como fue encontrado previamente (Aubriot et al. 2000),
se produjeron valores maximos de L, inmediatamente posterior al cese del aporte de agua por
recirculacién, conjuntamente con bajos valores umbrales (RS, p = 0.002). Aunque en general esta
tendencia se mantuvo, la relacién fue mas compleja en comparacion con la encontrada
previamente (Aubriot et al. 2000), presumiblemente debido a la menor carga de nutrientes
aportada por el sistema de recirculaciéon. Sin embargo, prolongados periodos de cese del aporte
produjeron efectos inversos: la disminuciéon de la relacién NID:PO, produjo una pérdida de la
deficiencia por PQ,, reflejada en el progresivo incremento de los valores umbrales y una
disminucién de la actividad de incorporacién (Fig. 2-7). Sin embargo, es posible identificar un
amplio rango de variacidén de la deficiencia por PO,, clasificada segun Istvanovics et al. (1992)
cuando predomind una alta relacién NID:PO, (ca. 100). Asimismo, la mayoria de los valores de
deficiencia externa se correspondieron con relaciones NID:PO, mayores a 100. De forma similar,
los valores de [P.]a menores a 0.05 pM PO, correspondieron con un amplio rango de NID:PO,4 (>8).
Por lo tanto, la utilidad de las relaciones estequiométricas para indicar los estados nutricionales del

fitoplancton fueron validas solo en los valores extremos.
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Figura 2-7. Relacion entre el coeficiente de conductividad (Ls, A) y el valor umbral de POs ([Pe]a, B) con la
relacion entre el nitrégeno inorganico disuelto y fosfato (NID:PO,) (RS = 0.36 y -0.35, p<0.05,
respectivamente). La linea punteada indica los limites de los rangos de deficiencia: extrema >10, media 1.5 —
10, baja 0.8 — 1.5 y no deficiente <0.8, expresado en pmol P; (mg Clo a h)* segln Istvanovics et al. (1992).

La limitacion de la utilidad de la relacién NID:PO, se basa principalmente en los limites analiticos
de los métodos espectrofotométricos convencionales (0.32 uM PO, y 7.14 uM NOs3). Dada la
actividad de incorporacién mantenida por la alta biomasa de fitoplancton presente en el Lago Rodo,
es presumible que la concentracién externa de PO, se encuentre cercana a los umbrales fisioldgicos
de la comunidad. Sin embargo, se observa una sobrestimacion de 64 % por el método
espectrofotométrico de determinacion de PO, y mas del 70 % de los valores de [P.]a se
encontraron por debajo del limite analitico (Fig. 2-8). Hudson & Taylor (2005) estimaron las
menores concentraciones de PO, reportadas en lagos oligotréficos (27 pM PQ,), a partir de célculos
con datos radioquimicos, las cuales fueron varios 6rdenes de magnitud inferiores a las estimadas

por métodos convencionales. Sin embargo, Cotner et al. (1997) reportaron las concentraciones
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Figura 2-8. Relacidon entre la concentracion de fosfato (PO;) en el agua, determinado con el método
espectrofotométrico, y los valores umbrales de incorporacién de PO, del fitoplancton ([P.]a) determinado con el
método radioquimico (RS = 0.55, p<0.001). Ambos parametros fueron obtenidos de las mismas muestras. La
linea punteada oblicua representa la relacién de equivalencia entre ejes y la linea cortada, el limite analitico de
la determinacion de PO, por el método de molibdato. El limite de determinacién de [P.]a €s 0.001 pM.

minimas medidas con métodos radioquimicos en el Mar de Sargasso (5 — 10 nM POQ,). En el
presente estudio, la menor concentracion de PO, determinada radioquimicamente en el Lago Rodo
(3.8 £ 0.15 nM PO,), fue inferior a la reportada por Cotner et al. (1997). Estas bajas
concentraciones de PO, externo revelarian una gran eficiencia de las comunidades de fitoplancton
para obtener el recurso limitante del crecimiento, particularmente si se considera el estado
hipereutroéfico del lago estudiado. Puede concluirse entonces que la inconsistencia de la relacién de
Redfield en los valores intermedios como estimador de las condiciones nutricionales del ambiente,
se deben al rango de concentracién nanomolar a la que ocurren los cambios del valor umbral y a
las cortas escalas temporales del proceso de incorporacién. Esta limitacion metodoldgica dificulta
obtener una estimacién precisa de las fluctuaciones ambientales de nutrientes y por consiguiente
impide construir una relacién histérica y causal con el crecimiento fitoplancténico (Falkner &
Falkner 2000). La investigacidn de la relacidn entre la disponibilidad del recurso, sus fluctuaciones,
con el crecimiento del fitoplancton, requiere de una aproximacion experimental basada en la
simulacion de incrementos externos de PO, y la determinacion de las respuestas fisioldgicas a corto

plazo de la comunidad algal. Este tipo de estudio es abordado en los préximos capitulos.



Capitulo 3

Respuestas cinéticas de la incorporacion de fosfato por

fitoplancton de un lago hipereutrofico a las fluctuaciones

ambientales del nutriente

Introduccidn

El crecimiento del fitoplancton en lagos se encuentra frecuentemente limitado por las bajas
concentraciones ambientales de fosfato (Schindler 1977, Hudson et al. 2000). En esta situacion, los
sistemas celulares de incorporacion se activan y el fosfato disponible es rapidamente utilizado por
la comunidad microalgal (Rigler 1956), la cual tendra que mantener su crecimiento a expensas de
los incrementos intermitentes del nutriente. Como resultado, la concentracién de fosfato externo
disminuye hasta un nivel estacionario donde la incorporacidn neta cesa, debido a que los sistemas
de incorporacion no poseen energia suficiente para superar el gradiente de concentracién existente
a través de la membrana celular (Falkner et al. 1989, Falkner et al. 1996, Wagner et al. 1995).
Este nivel energético estacionario, o valor umbral, depende del nivel de acoplamiento entre el
proceso de incorporacion y la energia disponible (Falkner et al. 1989), el cual en comunidades de
fitoplancton deficientes por fosfato se encuentra en rangos nanomolares (Rigler 1956, Falkner &
Falkner 1989). Bajo estas restricciones, la regulaciéon del sistema de incorporacion de fosfato
determinard la tasa a la cual un incremento transitorio de fosfato es utilizado y la cantidad del
nutriente que cada organismo pueda incorporar (Falkner et al. 1995). Durante estos incrementos
transitorios, el fosfato incorporado es almacenado predominantemente como granulos de
polifosfato para permitir el crecimiento durante periodos de escasez del recurso (Kulaev & Vagabov
1983). Estudios realizados con cultivos de la cianobacteria Anacystis nidulans demostraron que,
bajo condiciones fluctuantes de suministro de fosfato, el sistema de incorporacién del nutriente
altera sus parametros energéticos y cinéticos hasta alcanzar nuevas propiedades uniformes de
incorporacion, las cuales ocurren independientemente de la cantidad de fosfato almacenado
(Wagner et al. 1995, Falkner et al. 1995). Esta “adaptacion fisioldgica”, en la cual los organismos
se aclimatan a un patrén de incrementos de fosfato de forma energéticamente favorable (Falkner
et al. 1996), fue determinada también en cultivos de la cianobacteria filamentosa Anabaena
variabilis (Falkner & Falkner 2003). Sin embargo, al presente no existen investigaciones que hayan

determinado este fendmeno en comunidades naturales de fitoplancton.
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En general, las investigaciones de la incorporacién de fosfato no contemplan el valor umbral
como parametro energético. Esto se debe a que, desde el punto de vista metodoldgico, se la suele
considerar como una concentracién baja que puede ser eliminada del analisis cinético y, desde el
punto de vista tedrico, se utilizan modelos de cinética enzimatica (Michaelis-Menten) que asumen
que la incorporacion cesa a un valor de sustrato igual a cero. Por esta razdn, existen escasas
investigaciones sobre la incorporacién neta de fosfato y sobre el valor umbral en particular (Rigler
1956, Falkner & Falkner 1989, Istvanovics & Herodek 1995, Aubriot et al. 2000).

En un estudio previo en dos lagos se pudo determinar que la cinética de incorporacion y los
valores umbrales de fosfato del fitoplancton variaron de acuerdo al suministro del nutriente
(Aubriot et al. 2000). En general, el valor umbral aumentd y la tasa de incorporacion de fosfato
disminuyd cuando se produjo un aporte del nutriente a los lagos. Estos cambios pueden ser
explicados por dos hipdtesis alternativas: en primer lugar, los cambios de las propiedades cinéticas
y energéticas observadas se deben a las modificaciones de la composicion relativa de la
comunidad, la cual se construy6 en base a la nueva condicion nutricional en el ambiente. Esta
hipétesis se sustenta en la teoria de competencia por recursos, la que considera que las especies
fitoplanctonicas poseen propiedades cinéticas estables y especificas de incorporacion de nutrientes,
las cuales fueron evolutivamente seleccionadas (Tilman 1982, Sommer 1999). La segunda
hipétesis se basa en que estos cambios cinéticos y energéticos reflejan la capacidad del
fitoplancton de responder a los incrementos de la concentracién de fosfato, de forma tal que cada
organismo modifica a corto plazo su actividad de incorporacion de modo coherente, mediante la

obtenciéon de un valor umbral comun y estable.

En el presente estudio se investiga la capacidad de la comunidad de fitoplancton de un lago
hipereutréfico de ajustar su actividad de incorporacién de fosfato a corto plazo, como respuesta a
las fluctuaciones de la concentracion externa del nutriente. Debido a que la sensibilidad de
respuesta de un organismo a un estimulo experimental depende de las exposiciones ambientales
previas, es necesario una estrategia experimental que adapte el rango de concentracién y tiempos
de exposicion aplicados al estado fisiologico prevaleciente del fitoplancton en el ambiente,
informacién que no podria ser obtenida con protocolos experimentales fijos (Falkner & Falkner
2000). Estas respuestas se evaluaron mediante el modelo flujo-fuerza (Thellier 1970, Falkner et al.
1989), utilizado para analizar el comportamiento adaptativo complejo de incorporacién de fosfato
por cianobacterias y el estado nutricional de fitoplancton en lagos (Falkner & Falkner 1989,
Istvanovics & Herodek 1995, Aubriot et al. 2000). Asimismo, se modific6 un modelo reciente
(Plaetzer et al. 2005) para analizar el comportamiento uniforme de incorporacién de fosfato de la
comunidad de fitoplancton con el fin de evaluar las interacciones de poblaciones coexistentes frente
a la utilizacion del mismo recurso. La respuesta fisioldgica adaptable de los organismos se discute

en relacion a su relevancia ecoldgica.

Materiales y métodos

El estudio sobre las respuestas fisioldgicas del fitoplancton a las fluctuaciones de fosfato se
realizaron entre febrero y marzo de 2003, y enero de 2004. Las muestras fueron tomadas del Lago
Rodd, Parque Rodd, Montevideo. Los antecedentes del Lago Rodo y sus principales caracteristicas

morfométricas, asi como la obtencion y procesamiento de las muestras, mediciones in situ,
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determinaciones espectrofotométricas y el analisis cualitativo y cuantitativo de fitoplancton se

detallan en Materiales y Métodos del Capitulo 2.

Durante el periodo que comprende el presente estudio, el Lago Rodd se caracterizé por una
concentracion de fosfato (PO,) cercana y por debajo de los limites de deteccidon por
espectrofotometria. El fosforo total (Pr) fue relativamente estable (promedio = 7.02 £ 1.2 uM),
mientras que el nitrogeno total (Nt) varié entre 130 y 497 uM. El nitrégeno inorganico disuelto
(NID) fluctud entre 20.4 y 63.9 uM, del cual el 80% correspondié al nitrato. La clorofila a (Clo a)

fue poco variable durante el periodo estudiado (promedio = 204.1 £+ 19.4 ug Clo a I'}).

Determinacion de la incorporacion neta de fosfato y analisis de la cinética

Se tomaron dos submuestras de 50 ml (S; y S,) de la misma muestra original de agua del Lago
Rodo usada para analisis quimico y bioldgico. La determinacién de la incorporacién neta de fosfato

por fitoplancton en dichas submuestras se realizé de acuerdo a lo detallado en el Capitulo 2.

La dependencia de la incorporacidn neta en la concentracion externa de fosfato [P.] se analizd

con la relacién flujo-fuerza de Falkner et al. (1989):

d[Pc]/dt = - Lp (log[Pe] - log[Pe]a)

en la cual Lp es un coeficiente de conductividad que refleja la actividad del transportador de fosfato
(Falkner et al. 1995) y [P.]a el valor umbral en donde la incorporacidon neta cesa. De acuerdo a lo
propuesto por Thellier (1970), a concentraciones cercanas a [P.]a, l0s datos reflejan una relacion
lineal entre las tasas de incorporacion y el logaritmo de la concentracion externa. Esta relacion
puede mostrar una dependencia no lineal debido a los procesos adaptativos a las concentraciones
externas por cianobacterias. Por lo tanto, el rango de concentracion en el cual la funcién es valida
debe probarse experimentalmente. Para ello se utilizé la expresién completa compuesta del

término lineal y del no lineal, propuesta por Thellier:

Jp = d[Pc]/dt = - Lp (log[Pc] - log[Pe]a) - L(log[Pe] - log[Pe]a)™

con m entero >1, de acuerdo a lo detallado en las leyendas de las figuras. Esta expresion fue
utilizada recientemente para analizar las propiedades adaptativas del sistema de incorporacion de

fosfato de la cianobacteria Anabaena variabilis (Falkner et al. 2006).

La funcién flujo-fuerza fue ajustada a los datos experimentales a través de la programacién en el
lenguaje de MLAB (Mathematical Modelling System, Civilized Software, Inc.). Los Lp y [Pela
resultantes de los ajustes de los transcursos de tiempo se muestran en las leyendas de las figuras,
los cuales se utilizaron para la comparacién de la cinética de los pulsos de fosfato y la diferencia
entre tratamientos. Ademdas se utilizaron las concentraciones umbrales medidas
experimentalmente [P'.]a, l1as que se expresan como el promedio y desvio estandar de al menos las
Ultimas tres concentraciones minimas de [*2P.] determinadas en el transcurso de la remocién de
cada pulso de fosfato aplicado. El tiempo de exposicidén (tg) del fitoplancton al fosfato agregado
sobre el valor umbral se determind como el intervalo entre el tiempo inicial de aplicaciéon del pulso
de [*?P.] y el tiempo en el que el [*?P.] agregado se aproxima al umbral [P.]a, correspondiente al
99% de similitud entre los valores del ajuste de la curva de remocion y el valor umbral [P.]a. Para
el grafico Thellier, se calculé la tasa de incorporacion (correspondiendo a las pendientes de los

ajustes computados en funcidon del tiempo) a los intervalos de tiempo donde la medicidon de
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incorporacion fue realizada. Estas tasas fueron regraficadas en funcién del logaritmo de la
concentracion externa de fosfato medido experimentalmente, a los intervalos de tiempo
respectivos. La tasa de incorporacion fue expresada en relacion al tiempo (horas) y al contenido de

Clo a (mg) de la comunidad de fitoplancton.

La confianza del método aplicado a comunidades naturales fue confirmada como se detalla en el
Capitulo 2. La diferencia de L, entre tratamientos se determiné mediante la aplicaciéon de GLM-
ANCOVA (Statistica 6.0, StatSoft, Inc.). Las diferencias de [P.]a entre tratamientos se evaluaron
con los limites superior e inferior del intervalo de confianza del 95% y 99% (ICgs9 € ICqgo,

respectivamente), calculado a partir del ajuste de la funcion flujo-fuerza.

Resultados

Alteraciones del valor umbral de fosfato

Para investigar si la comunidad de fitoplancton posee la propiedad de incrementar el valor umbral,
se utilizé una muestra del Lago Rod6 con un contenido de 204.0 + 41.6 ug Clo a I'L. El biovolumen
de cada taxa (Br) de la comunidad de fitoplancton correspondié 23.6% a diatomeas (Synedra
spp.), 19.6% a clorofitas (8.9% cf. Chlorella sp.; 5.9% Scenedesmus sp. y 4.9% Monoraphidium
sp.), 13.3% a cianobacterias (6.2% colonias de Microcystis sp., 5.9% Planktolyngbya sp. y 1.2%
Planktothrix agardhii) y un porcentaje menor (<1%) a criptofitas y dinoflagelados. Una fraccion
importante correspondid a organismos fitoplanctonicos no identificados (42.3%). La muestra
original se dividié en dos submuestras (S;y S,), las cuales recibieron tres pulsos consecutivos de
[32P] fosfato (Fig. 3-1), equivalentes a 1.4 veces la concentracion de Prdeterminado. La Figura 3-1
muestra el resultado del ajuste conjunto de la funcidén flujo-fuerza a ambas submuestras. El primer
pulso se ajustd a la ecuacion no lineal, mientras que los pulsos siguientes pudieron ser ajustados a
la relacion de flujo-fuerza lineal. Durante este proceso, se observé un incremento significativo del
valor umbral de hasta siete veces el valor inicial (primer pulso: [P.]a = 0.028 uM [32P] fosfato,
ICos, = % 0.051 uM; tercer pulso: [P'.]a = 0.207 uM [32P] fosfato, ICgse, = + 0.094 pM) (Fig. 3-1).
Sin embargo, los coeficientes de conductividad sufrieron una menor modificacién durante la
secuencia de pulsos (Lp = 7.1-1073, 9.5:103, 10.7-103 yM min’!; primer, segundo y tercer pulso,
respectivamente). El grafico Thellier de la Figura 3-2 muestra la modificacion progresiva de [Pc]a

gue experimentd el fitoplancton durante la sucesién de pulsos.

Alteraciones cinéticas de la incorporacion de fosfato

Para estudiar la respuesta cinética de la comunidad de fitoplancton se expuso a una muestra del
Lago Rodé conteniendo 220 + 30 ug Clo a I'! a dos patrones de incrementos en la concentracidn
externa de fosfato. La comunidad de fitoplancton estuvo dominada por las cianobacterias
filamentosas Planktothrix agardhii (Bt = 59%) y Raphidiopsis mediterranea (Br = 35%). El restante
biovolumen correspondié a Dinoflagelados (4.9 %, cf. Peridinium), Flagelados verdes (Bt <1%) y a
una cianobacteria filamentosa cf. Planktolyngbya (Bt <1%). La muestra original se separ6 en tres
submuestras S;, S, y C. Para comparar la cinética de incorporacion, la submuestra S, recibié dos
pulsos sucesivos de 4 pM [32P] fosfato y la S, dos pulsos de 7 puM [3?P] fosfato (Fig. 3-3). La
submuestra C (control) fue premarcada con 0.1 pM [32P] fosfato e incubada bajo las mismas

condiciones que las otras submuestras para comparaciones posteriores. Los dos pulsos de 4 uM
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Figura 3-1. Transcurso de la incorporacion neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton obtenidas
del Lago Rodd (S;, simbolos negros y S, simbolos blancos), luego del agregado de un pulso de 3 UM seguido de
dos pulsos de 1.5 uM [32P] fosfato a cada submuestra. Las curvas representan el mejor ajuste computado,
obtenido con la ecuaciéon no lineal: d[P.]/dt = - Lp (Iog[Pe] - log[Pe]a) - L(Iog[Pe] - log[Pe]a)™, con los parametros:
primer pulso: Lp = 7.1-102 yM min?, L = 0.013:10°3, [Pc]a = 0.028 yM, m = 5, r> = 0.9996; y lineal para los
siguientes pulsos: d[P.]/dt = - Lp (Iog[Pe] - log[Pc]a), con los pardmetros: segundo pulso: Lp = 9.5:103 uM min™,
[Pe]a = 0.071 pM, r? = 0.9975; tercer pulso: Lp = 10.7-103 yM min?, [Pe]a = 0.179 puM, r? = 0.9915.
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Figura 3-2. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Js) en el logaritmo de la
concentracion externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 3-1. A: primer
pulso de 3 puM (S;, simbolos negros y S, simbolos blancos); B: segundo y tercer pulso de 1.5 uM. La linea
punteada representa la extrapolacion del término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacion
ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado en ymol P; (mg Clo @ h)™ y el log [P.] es expresado relativo a la
unidad estandar de concentraciéon (M).
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[32P] fosfato agregados a la submuestra S; fueron incorporados en ca. 60 min, duplicando el
contenido de Py de la muestra de fitoplancton. Las diferencias en las concentraciones umbrales
observadas de cada pulso no fueron significativas (pulso 1, Si: [Pe]a = 0.076 pM [3?P] fosfato,
ICos9, = * 0.076 uM; pulso 2, Si: [P]Ja = 0.084 pM [32P] fosfato, ICgse, = * 0.094 pM).
Paralelamente, la submuestra S, duplicé su contenido de P; durante el primer pulso (Fig. 3-3,
circulos blancos) y el fitoplancton alcanzé concentraciones umbrales similares a las de S; (pulso 1,
S,: [Pe]a = 0.042 uM [32P] fosfato, ICgse, = £ 0.065 uM; pulso 2, S,: [Po]a = 0.034 uM [32P] fosfato,
ICgs50, = = 0.031 pM). Sin embargo, el segundo pulso en S, fue incorporado por el fitoplancton a
una menor velocidad que la del pulso precedente (45 min adicionales) (Fig. 3-3, cuadrados
blancos). El mejor ajuste obtenido fue con la ecuacién lineal de flujo-fuerza (r>>0.9996), a
excepcidon del segundo pulso aplicado a S,. El grafico Thellier del flujo o tasa de incorporacion (Jp)
vs log [P.] muestra la relacién lineal entre ambos parametros, asi como la diferencia entre las
velocidades de incorporacion (Fig. 3-4). Se observd una disminucidn de L, cercana a la mitad entre
el primer y segundo pulso de [32P] fosfato en S; (L, = 28.0 y 16.8 ymol P; (mg Clo a h)Y%,
respectivamente; GLM-ANCOVA, p<0.001), mientras que la reducciéon de este parametro fue
cuatro veces mayor en la submuestra S, (Lp = 26.0 y 6.5 pmol P; (mg Clo a h)™, primer y segundo
pulso respectivamente; GLM-ANCOVA, p«0.01) (Fig. 3-4). Esta alteracion de la cinética fue
acompanada de una leve desviacidn de la relacién lineal entre (Jp) y log [P.]. Para comparar la
cinética de incorporacion, las mismas submuestras S;, S, y el control C fueron sometidas a la
misma concentracion externa luego del tiempo 500 min (0.9 uM [3?P] fosfato) (Fig. 3-5A). El
fitoplancton de las tres submuestras mostrd diferentes tiempos de exposicion (tg) entre el intervalo
de tiempo inicial de aplicacién del pulso de [*?P.] y el tiempo en el que el [3?P.] agregado se
aproximé al umbral [P.]a: en C, el fitoplancton incorporé el fosfato agregado en 10.5 min, mientras
que en S; ¥y S, lo hizo en 28.6 y 47.4 min, respectivamente. El grafico Thellier de los mismos datos
muestra la diferencia de Lp entre las tres submuestras (GLM-ANCOVA, p«0.01), sin embargo las
tres cinéticas mostraron una relacion lineal con log [P.] (Fig. 3-5B). El fitoplancton de S,, que fue
sometido a la mayor concentracién externa, cesé la incorporaciéon del dltimo pulso a una mayor
concentracién umbral ([P'.]a = 0.080 + 0.010 pM [3?P] fosfato), aunque no significativa con
respecto a las de S; y C (Fig. 3-5A). La alteracion de la cinética observada en este experimento se
reflejé6 principalmente en la disminucién de Lp, la cual estuvo relacionada con la mayor
concentracién de [P.] a la que los organismos fueron expuestos. El valor umbral sufrié un
incremento progresivo en los sucesivos pulsos, diferencia que se hizo mas evidente en el

fitoplancton expuesto a la mayor concentracién de [P.] inicial en S..

Alteraciones cinéticas y energéticas concomitantes de la incorporacion de fosfato

Con el objetivo de conocer si los cambios energéticos (valor umbral) y cinéticos se deben a una
respuesta cinética al incremento de la concentracion externa o a un efecto de saturacion por la
cantidad de fosfato almacenado, fue necesario agregar la misma cantidad de [3?P.] a dos
submuestras (S; y S,) de fitoplancton tomadas del Lago Rodé (Clo @ = 211.1 + 3.4 pg I'!), pero
aplicadas en dos patrones distintos de pulsos de fosfato. En este caso, la comunidad estuvo
dominada casi exclusivamente por P. agardhii (Bt = 99%), correspondiendo el restante biovolumen

a R. mediterranea (Br = 0.7%), diatomeas, criptofitas y dinoflagelados.
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Figura 3-3. Transcurso de la incorporacién neta de [32P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (S; y S»)
obtenidas del Lago Rodd, luego del agregado de dos pulsos consecutivos de [*?P] fosfato. Simbolos negros:
remocion de dos pulsos consecutivos de 4 uM [32P] fosfato en la submuestra S;. Las curvas representan el mejor
ajuste computado, obtenido con la ecuacion lineal (circulos negros: Ly = 0.044 pM min?, [Pc]a = 0.042 puM, r? =
0.9998; cuadrados negros: Lp = 0.028 uM min™®, [Pc]a = 0.035 uM, r?> = 0.9999). Simbolos blancos: remocién de
dos pulsos consecutivos de 7 uM [*?P] fosfato en la submuestra S,. Las curvas representan el mejor ajuste
computado, obtenido con la ecuacidn lineal (circulos) y no lineal (cuadrados) (circulos blancos: Lp = 0.042 uM
min?, [Pe]la = 0.076 uM, r? = 0.9998; cuadrados blancos: Lp = 0.010 pM min™?, L = 0.025, [Pc]a = 0.084 uM, m
=5, r2 = 0.9996).
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Figura 3-4. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (J») en el logaritmo de la
concentracion externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo de la Fig. 3-3 (A: submuestra S;; B:
submuestra S,). La linea punteada representa la extrapolacién del término lineal calculado con los mismos
pardmetros de la ecuacién ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado en pmol P; (mg Clo @ h) ™! y el log [P.] es
expresado relativo a la unidad estandar de concentracion (M).
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Figura 3-5. A: Transcurso de la incorporacidn neta de [*?P] fosfato luego del agregado de un pulso de 0.9 uM
[3?P] fosfato a tres submuestras de fitoplancton provenientes del mismo experimento de la Figura 3-3
(submuestra C: rombos blancos, S;: tridngulos negros y S,: triangulos blancos). Las curvas representan el

mejor ajuste computado, obtenido con la ecuacién lineal (C: Lp

0.053 pM min™, [Pe]s = 0.038 pM, 2 =

0.9988; Si: Lp = 0.019 UM min?, [Pe]a = 0.041 pM, r* = 0.9969; S,: Lp = 0.016 uM min?, [Pe]a = 0.078 uM, r?
= 0.9985). B: Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacién de fosfato (Jr) en el logaritmo de la
concentracién externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo de A. La linea punteada representa la
extrapolacion del término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacion ajustada. El flujo neto (Jp)
estd expresado en pymol P; (mg Clo a h)™? y el log [P.] es expresado relativo a la unidad estdndar de

concentracién (M).

La submuestra S; se expuso a cinco pulsos subsecuentes de 0.2 pM [32P] fosfato, mientras que

S, recibié un pulso de 1 pM [3?P] fosfato (Fig. 3-6A). El pulso de 1 uM fue incorporado luego de 3

horas. Debido a esta baja actividad de incorporacién, el siguiente pulso en S; se aplicé luego de

observar la incorporacion total del pulso precedente (Fig. 3-6A). Los valores de [P'.]x resultantes

en ambas submuestras fueron practicamente idénticos (S;: [P'e]a = 0.013 £ 0.5:10°3 pM; S5: [P'ela

= 0.013 + 1.3-10°3 yM). Para comparar la cinética de incorporacién de fosfato, luego de 280 min

de iniciado el experimento, se aplicaron dos pulsos de igual concentracién maxima de [3?P.] a cada

submuestra (Fig. 3-6B). Las curvas de remocion de fosfato por ambas submuestras de fitoplancton

luego del primer pulso fueron iguales con respecto a las concentraciones umbrales alcanzadas (S;:
[P]a = 0.014 pM [32P] fosfato, ICegy, = + 0.012 uM; S,: [Pe]a = 0.015 pM [3*2P] fosfato, ICeqe, = *
0.013 uM) y a los parametros del ajuste de la funcién no lineal (Fig. 3-6B). En cambio, la cinética

de remocidén el segundo pulso mostrd desviaciones entre las submuestras. La concentracion umbral

resultante de la suspensidon de fitoplancton que fue expuesta previamente al

pulso de

concentracién micromolar, incrementd el [P.]a significativamente con respecto a la submuestra
paralela (S;: [Pe]a = 0.033 uM [32P] fosfato, ICgqe, = * 0.010 pM; S,: [Pe]pn = 0.066 puM [32P]
fosfato, ICgge, = £ 0.006 pM). El grafico Thellier muestra la relacién entre Jp y log [P.], la cual fue

cercana a la linealidad en todos los casos (Fig. 3-7). Entonces, puede concluirse que los cambios en

el incremento del valor umbral no fueron provocados por la acumulacion de fosfato intracelular,

debido a que ocurrieron luego de aplicada la misma concentracién externa en ambos tratamientos

(Fig. 3-6A).
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Figura 3-6. Transcurso de la incorporacion neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (S;:
simbolos negros y S,: simbolos blancos) obtenidas del Lago Rodd. A: pretratamiento de 5 pulsos de 0.2 uM
agregados a la submuestra S; y 1 pulso de 1 UM a S,. Se muestra la concentracion inicial y final para cada
pulso de 0.2 pM. B: Comparacién de la cinética entre submuestras por el agregado de 2 pulsos consecutivos
de 0.5 UM a cada una a t = 280 min del agregado de los pulsos iniciales en A. Las curvas continuas
representan el mejor ajuste computado de cada submuestra independiente obtenido con la ecuacién no lineal
(m = 5), con los pardmetros: primer pulso S;: Lp = 1.91:103 pM min™, L = 0.03-10 pM min?, [Pe]a = 0.014
UM, r? = 0.9995; primer pulso Sy: Lp = 2.12:107 uM min?, L = 0.03:103 puM min?, [Pe]a = 0.015 uM, r? =
0.9995; segundo pulso S;: Lp = 1.32:103 pM min?, L = 0.06:10° yM min™, [Pc]a = 0.033 pM, r* = 0.9993;
segundo pulso S,: Lp = 2.33:1073 pM min!, L = 0.25-10 yM min™?, [Pe]a = 0.066 uM, r? = 0.9997.
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Figura 3-7. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Jr) en el logaritmo de la
concentracion externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la figura 3-6. A: primer
(circulos negros) y segundo pulso (cuadrados negros) de 0.5 UM a la submuestra S;; B: primer y segundo
pulso de 0.5 pM a la submuestra S, (circulos y cuadrados blancos, respectivamente). La linea punteada
representa la extrapolacion del término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacion ajustada.
El flujo neto (Jp) estd expresado en pmol P; (mg Clo a h)™ y el log [P.] es expresado relativo a la unidad
estandar de concentracion (M).
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Para poder evaluar la capacidad de respuesta del fitoplancton a incrementos externos de fosfato,
procurando amplificar las diferencias entre las respuestas de los tratamientos, fue necesario
aumentar la concentracién y el nimero de los pulsos de [3?P.] aplicados. La comunidad de
fitoplancton obtenida en la muestra original (Clo @ = 175.6 * 3.4 ug I!) estuvo dominada
nuevamente por P. agardhii (Bt = 93.3%) seguida de R. mediterranea (Bt = 5.9%), criptofitas,
diatomeas y cianobacterias (Br <1%). En la Figura 3-8A se muestra el mismo patron de pulsos
aplicados previamente, pero realizado en una secuencia duplicada. Una submuestra de fitoplancton
(S;) recibié diez incrementos consecutivos de 1 puM [32P.] fosfato, mientras que la submuestra
paralela (S,) fue expuesta a dos pulsos de 5 pM [*?P.] fosfato. Se observé una disminucién
progresiva de la velocidad de incorporacidén en los Ultimos tres pulsos aplicados a Sy, ya que la
concentracion de [P.] determinada a un intervalo de tiempo aproximadamente constante (intervalo
aprox. entre pulsos: 45 min) mostré un aumento de [P.], partiendo de 26.0-1073 pM de valor final a
37.3:10°3, 97.3-103 y 236.5:10°3 pM luego de cada pulso (Fig. 3-8A). El t; acumulado de los pulsos
sucesivos en S; fue 320 min, mientras que en S, fue proximo a la mitad (tz = 186 min) (Fig. 3-8A).
Se observaron diferencias remarcables cuando se comparo la cinética de incorporacion en cada
submuestra, mediante el agregado de dos pulsos consecutivos de 1 puM [3?P,.] fosfato (Fig. 3-8B).
Luego del primer pulso comparativo, la principal alteracion observada se manifestdé en la
disminucidon a la mitad del L, del fitoplancton expuesto a la sucesion de pulsos menores (S;) en
relacion a la submuestra paralela S,. Sin embargo, el valor umbral alcanzado por ambas fue
esencialmente el mismo (S;: [Pe]a = 0.071 pM [32P] fosfato, ICqqe, = £ 0.054 UM; S,: [Pe]s = 0.066
UM [32P] fosfato, ICqge, = £ 0.072 pM). La segunda adicién de 1 puM [32P.] fosfato amplificé alin mas
las diferencias entre las submuestras de fitoplancton, mostrando un aumento notable del valor
umbral del fitoplancton de S;, cercano a tres veces el alcanzado por S, (S;: [Pe]lpn = 0.271 pM [32P]
fosfato, ICgge, = + 0.068 pM; S,: [Pe]a = 0.092 pM [32P] fosfato, ICqqy, = £+ 0.056 uM) (Fig. 3-8B).
Esta alteracién cinética y energética se mantuvo por mas de 12 horas. El grafico Thellier mostré
que el J, maximo de S, correspondid a la mitad del mostrado por S, (Fig. 3-9). El segundo pulso en
S, tuvo un Jp maximo ca. 40% inferior al precedente y un L, 25 % menor (Fig. 3-9B). Las
diferencias entre los L, del primer y segudo pulso en S; y S, fueron altamente significativas (GLM-
ANCOVA, p«0.01). Ambos pulsos en S; partieron del mismo valor bajo de flujo inicial pero el Lp
sufrié un incremento cercano al doble (Fig. 3-9A). De forma similar al experimento anterior (Fig. 3-
6), se concluye que el incremento del valor umbral y los cambios de L, se produjeron previo a
saturar la capacidad de almacenamiento de fosfato por el fitoplancton. Sin embargo, el fitoplancton
gue experimentd la secuencia de pulsos de menor concentracion sufrié la mayor modificacién de la
cinética de incorporacion. Estos cambios se produjeron en dos etapas: primero, se redujo el Lp
durante el primer pulso (Fig. 3-8B) y, en segundo lugar, el valor umbral aumenté remarcablemente
con un aumento de Lp. El alto valor umbral resultante se mantuvo en el mismo nivel por varias

horas.

En un experimento similar, se buscé aumentar la diferencia entre los tratamientos con el objetivo
de encontrar una amplificacion de la respuesta del comportamiento cinético de incorporacion de
fosfato del fitoplancton. En contraste con los experimentos anteriores, la muestra de fitoplancton
del Lago Rod6 (210.2 + 15.7 ug Clo a I'!) estuvo co-dominada por las cianobacterias filamentosas
R. mediterranea (Br = 56.3%) y P. agardhii, con un menor biovolumen (Br = 43.3%). El

biovolumen restante correspondid a las criptofitas. Se aplicaron diez pulsos de 1 uM [32P,] fosfato a
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Figura 3-8. Transcurso de la incorporacién neta de [*?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (Si:
simbolos negros y S,: simbolos blancos) obtenidas del Lago Rodd. A: pretratamiento de 10 pulsos de 1 uM
agregados a la submuestra S; y 2 pulsos de 5 uM a S,. Se muestra la concentracidn inicial y final para cada
pulso de 1 uM. B: Comparacién de la cinética entre submuestras por el agregado de 2 pulsos consecutivos de 1
MM a cada una, a t = 550 min del agregado de los pulsos iniciales en A. Las curvas continuas representan el
mejor ajuste computado de cada submuestra independiente: Submuestra S;: ecuacion no lineal (m = 5), con
los pardmetros del primer pulso: Lp = 6.91-10° yM min®, L = 0.05-102 pM min™, [Pc]a = 0.071 puM, r? =
0.9969; segundo pulso: Lp = 13.96:10° pyM min?, L = 0.1:102 pyM min?, [Pe]a = 0.271 uM, r? = 0.9902;
Submuestra S,: ecuacién lineal, con los pardmetros del primer pulso: Lp = 14.18:1073 uM min?, [Pc]a = 0.066
UM, r?2 = 0.9941; segundo pulso: Lp = 10.74:10 uM min?, [Pe]a = 0.092 pM, r2 = 0.9969.
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Figura 3-9. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacién de fosfato (Jp) en el logaritmo de la
concentracion externa [Pe], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 3-8. A: primer
y segundo pulso de 1 pM a la submuestra S;; B: primer y segundo pulso de 1 pM a la submuestra S.. La linea
punteada representa la extrapolacion del término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacion
ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado en pumol P; (mg Clo a h)™ y el log [Pe] es expresado relativo a la
unidad estandar de concentracion (M).
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Figura 3-10. Transcurso de la incorporacion neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (S; y S»)
obtenidas del Lago Rodé. El pretratamiento consistiéo en 10 pulsos de 1 uM agregados a la submuestra S; y 1
pulso de 10 uM a S,. A: Remocion de 2 pulsos de 1.6 UM fosfato por el fitoplancton de la submuestra S; a t =
300 min del agregado de los pulsos iniciales. Las curvas representan el mejor ajuste computado con la
ecuacién no lineal (m = 5), con los parametros: primer pulso: Lp = 4.4-103 uyM min?, L = 0.15-10 yM min™,
[Pe]a = 0.085 pM, r? = 0.9994; segundo pulso: Lp = 8.8:107 pM min!, L = 1.0-103 uM min™, [Pe]a = 0.330 uM,
r2 = 0.9967. B: Remocién de 2 pulsos de 2 uM fosfato por el fitoplancton de la submuestra S, a t = 300 min del
agregado de los pulsos iniciales. Las curvas representan el mejor ajuste computado con la ecuacion no lineal
(m = 5), con los pardmetros: primer pulso: Lp = 0.021 pM min™®, L = 0.05:10 uyM min?, [Pc]a = 0.046 uM, r?
= 0.9990; segundo pulso: Lp = 0.007 uM min?, L = 0.2:10 uM min?, [Pc]a = 0.096 pM, r> = 0.9995 (ultimo
punto excluido del ajuste).

la submuestra S;, mientras que a S, se le aplicé una Unica adicion de 10 uM. Luego de incorporar
el [32P.] adicionado, el fitoplancton de ambas submuestras alcanzd la misma concentracién umbral
([P'e]a = 0.027 £+ 0.003 pM, 0.026 = 0.005 pM; S; y S, respectivamente). En el primer pulso
comparativo agregado a cada submuestra se amplificaron las diferencias: el Ly del fitoplancton de
S, fue casi cinco veces inferior al de S, (GLM-ANCOVA, p«0.01), aunque la concentracion umbral
sufrié un incremento no significativo (S;: [Pe]a = 0.085 pM [32P] fosfato, ICgqe, = + 0.037 PM; S,:
[Pc]a = 0.046 uM [3?P] fosfato, ICgqe, = £ 0.064 uM) (Fig. 3-10). Para aplicar la segunda adicion
fue necesario esperar a que el fitoplancton de S; alcanzara el valor umbral, debido a que la tasa de

incorporacion fue marcadamente inferior. Nuevamente, las diferencias entre ambas submuestras
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se amplifico significativamente: el [P.]a del fitoplancton de S; resulté ser tres veces mayor al
alcanzado por S, (S;: [Pe]a = 0.330 uM [32P] fosfato, ICgge, = £ 0.070 uM; S,: [Pe]a = 0.096 pM
[3?P] fosfato, ICgge, = % 0.043 uM) (Fig. 3-10A), a pesar de que S, también incrementd [Pe]s en
menor medida y redujo su Lp de un pulso al siguiente (Fig. 3-10B). Este alto valor umbral de
fosfato de la comunidad de fitoplancton en S; se mantuvo por mas de 10 horas. La relacidén Jp vs
log [P.] mostré una importante disminucion del flujo de fosfato entre el primer y segundo pulso de
S, (Fig. 3-11, curvas A y B), mientras que el Jp inicial en S; fue incluso inferior (Fig. 3-11, curvas C
y D). Las diferencias entre los Lp del primer y segudo pulso en S; y S, fueron altamente
significativas (GLM-ANCOVA, p«0.01; Fig. 3-11). En este experimento se observd una modificacion
cinética y energética similar a la observada en experimentos anteriores, con un alto valor umbral
constante por un periodo prolongado, como resultado de la diferencia en los patrones de los pulsos
previos. En contraste con el experimento anterior, la comunidad de fitoplancton utilizada en las
submuestras estuvo co-dominada, aunque con un mayor Bt correspondiente a R. mediterranea, a

pesar de lo cual se obtuvo esencialmente la misma respuesta en la cinética de incorporacion.
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Figura 3-11. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Jp) en el logaritmo de la
concentracién externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 3-10. A y B:
primer y segundo pulso de 2 UM aplicados a la submuestra S,, respectivamente; C y D: primer y segundo pulso
de 1.6 UM aplicados a la submuestra S;, respectivamente. La linea punteada representa la extrapolacion del
término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacion ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado
en umol P; (mg Clo a h)™ y el log [P.] es expresado relativo a la unidad estdndar de concentracién (M).
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Discusion

Flexibilidad de las propiedades cinéticas y energeéticas de incorporacion de fosfato

Los resultados presentados aqui muestran la primera evidencia directa de la capacidad de alterar la
cinética de incorporacion de fosfato por comunidades naturales de fitoplancton frente a
incrementos del nutriente. Esta respuesta cinética de los organismos refleja una interdependencia
compleja entre célula, comunidad y ambiente. Este comportamiento cinético fue demostrado en
cultivos de la cianobacteria unicelular Anacystis nidulans (Falkner et al. 1995, Wagner et al. 1995,
Wagner et al. 2000) y de la filamentosa Anabaena variabilis (Falkner & Falkner 2003, Falkner et al.
2006). Asimismo, este fendmeno fue utilizado para interpretar las variaciones temporales de los
parametros cinéticos y energéticos del fitoplancton en el Lago Rodé (Aubriot et al. 2000). Estos
cambios cinéticos fueron identificados como propiedades adaptativas de la cianobacteria A.
nidulans y A. variabilis, y catalogados como “estados adaptados”, o lineales, y “modos de
operacion adaptable”, o no lineales (Falkner & Falkner 2000, Plaetzer et al. 2005, Falkner et al.
2006). Los primeros surgen de un proceso adaptable previo y resultan en un estado estable
intermedio, el cual puede ser descrito con parametros objetivos a partir de estudios con
condiciones experimentales definidas (Falkner et al. 2006), como por ejemplo en lagos (Istvanovics
& Herodek 1995, Aubriot et al. 2000, Capitulo 2). Los modelos utilizados en el presente trabajo
sugieren que la alteracién de la cinética de incorporacion ocurrid generalmente en dos etapas:
primero, se produjo una reduccidon del coeficiente de conductividad (Lp) durante la fase inicial,
mientras que el valor umbral permanecid relativamente constante. En una segunda etapa, el
fitoplancton aumenté el valor umbral de fosfato concomitantemente con un nuevo ajuste de Ly,
frente a un nuevo estimulo externo. En la mayoria de los casos estudiados, este nuevo valor de Lp
resulté mayor al precedente, aunque de menor magnitud que el resultante de la condicidn inicial. A
pesar del aumento de Lp, la tasa de incorporacion (Jp) fue sucesivamente menor o igual a medida
que se produjeron nuevos incrementos de [P.]. En este trabajo se obtuvieron respuestas diferentes
entre experimentos en los que la concentracion de fosfato aplicada fue la misma. Por lo tanto,
estos resultados indican que la concentracion de fosfato no seria el factor desencadenante de la

respuesta cinética.

El tiempo de exposicidon de los organismos a una concentracién elevada de fosfato (cuantificada
por tg) aparece en este estudio como el principal factor asociado con el incremento del valor
umbral. Si la incorporacién ocurre rapido, por ejemplo en un tg menor a 50 min (ver Fig. 3-1, 3-3,
3-6, 3-8 y 3-12), la respuesta cinética no se producira. A su vez, la magnitud de tg dependera de
la tasa de remocién del incremento externo de fosfato (Falkner et al. 1996). Este tiempo de
exposicién seria necesario para permitir una disminuciéon en el grado de acoplamiento entre el
proceso de incorporacion y la fuente de energia requerida para esa reacciéon (Wagner et al. 1995,
Falkner et al. 1996). Este seria el caso, cuando el fitoplancton muestra una baja actividad de
incorporacién debido a una menor deficiencia por el nutriente o a una menor concentraciéon de
organismos en suspension, la concentracidon externa decrece mas lento y permite la respuesta
fisiolégica. Estudios de laboratorio demostraron que, luego de la limitacion del crecimiento causada
por la deficiencia por fosfato, se induce la sintesis de un tipo de proteina con una alta actividad
enlazadora de fosfato (Wagner et al. 1994). Experimentos realizados por Falkner et al. (1998) con

una cepa mutante de A. nidulans (Synechococcus sp. PCC 7942) carente de esta proteina del
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sistema de alta afinidad de incorporacion de fosfato, mostraron que esta cianobacteria aun
incorpora fosfato a bajas concentraciones externas aunque no posee la capacidad de adaptarse a
los incrementos en la concentracidon del nutriente. Debido a este factor, se obtuvieron respuestas
opuestas bajo similares condiciones experimentales (ver Fig. 3-6 y 3-8). La rapida incorporacion de
los pulsos espaciados y de baja concentracidn no permitié que los sistemas de incorporacion se
ajustaran a la concentracién externa, mientras que el fitoplancton de la submuestra paralela
experimentd concentraciones sobre el valor umbral por un lapso mayor a 100 min (Fig. 3-6). En
contraste, la velocidad de disminucion de un pulso de concentracion micromolar (ej.: 5 uM fosfato)
no provocd una respuesta tan considerable como lo hizo la sucesién de incrementos de corta
frecuencia, debido a un mayor tg a la concentracidon elevada (Fig. 3-1 y 3-8). Por lo tanto, se
hipotetiza que esta respuesta estaria asociada con el tiempo de exposicién del fitoplancton a la

concentracidon de fosfato externo sobre el valor umbral.

En un ambiente en el cual ocurren incrementos intermitentes y por periodos cortos en la
concentracion externa de fosfato sobre el valor umbral, pareceria (til para los organismos poder
incorporar el nutriente a una tasa alta. Sin embargo, si la concentracién externa excede el valor
umbral por un tiempo prolongado, debido a un aumento significativo de la concentracion o a una
sucesion de incrementos, los sistemas de incorporacidn pueden ajustarse transitoriamente a esta
nueva condicidn nutricional, de forma tal que la asimilacion del fosfato satisface los requerimientos
del crecimiento (Wagner et al. 2000, Plaetzer et al. 2005). Esto es posible si el aumento del valor
umbral es acompafiado de una disminucion en el grado de acoplamiento entre el sistema de
trasporte y la ATP-asa (Falkner et al. 1994). De acuerdo a los principios de la termodinamica de
procesos irreversibles, la dependencia lineal entre la tasa de reaccidn y las fuerzas impulsoras debe
ser valida cercana al equilibrio. La ecuacidn lineal aplicada a regimenes alejados del equilibrio se
explica a través de un ajuste de la constante de Michaelis del sistema de incorporacién de alta
afinidad al valor umbral, de modo que ambos parametros deberian poseer el mismo orden de
magnitud (ver Introduccién General, Consideraciones tedricas) (Falkner et al. 1995, Wagner et al.
1995). En este sentido, Aubriot et al. (2000) mostraron que las curvas de remocion de fosfato por
las comunidades de fitoplancton se ajustan destacablemente bien a la relacion lineal de flujo-
fuerza. Sin embargo, cuando se incrementd la concentracién externa a rangos micromolares, de
forma tal que provocd un cambio cinético, generalmente se observd una desviacidn normalmente
pequeia de la linealidad (ej.: Fig. 3-11). De acuerdo a la intensidad del estimulo, esta relacién no
lineal fue mas pronunciada durante el transcurso de la alteracidn cinética y tendié a linealizarse a
medida que se consolidaron las nuevas propiedades de incorporacidon. Contrariamente, el
fitoplancton que mantuvo sus propiedades relativamente constantes frente al primer estimulo,
mostré una mayor aproximaciéon a la linealidad inicial y tendié a alejarse de ésta en los pulsos
sucesivos. Sin embargo, en la amplia mayoria de los casos fue posible describir el fendmeno
mediante el mismo tipo de formulacidon cuantitativa. El tiempo de exposicidén tg fue el principal
factor para explicar el desencadenamiento de la respuesta cinética. El tg resumié un conjunto de
eventos que involucraron la magnitud de los cambios de la concentracién externa de fosfato y la
persistencia de estos incrementos en el medio, este Ultimo influido por la actividad de

incorporacién de la propia comunidad de fitoplancton.
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Importancia ecoldgica de la adaptacion a las fluctuaciones de fosfato

La teoria de competencia por recursos sostiene que los recursos compartidos seran agotados por el
consumo por el mejor competidor (Hardin 1960, Tilman 1982), lo que lleva a la dominancia final de
una especie en la comunidad. No obstante, la alta diversidad de la comunidad de fitoplancton que
crece en ambientes aparentemente homogéneos y estables, indicaria una baja competencia por
recursos, contradiccion que se denomindé “paradoja del plancton” (Hutchinson 1961). Desde
entonces se han propuesto varias soluciones para esta “paradoja”, relacionadas con variaciones
ambientales, perturbaciones intermedias y factores bidticos (Huisman & Weissing 1999, 2000,
2001). Sin embargo, algunas criticas plantean que el aspecto invariable de los modelos propuestos
es la fisiologia de los organismos en cuestion (Reynolds 1998, Falkner & Falkner 2000, Huisman et
al. 2001). Al respecto, Huisman et al. (2001) mostraron que se logra un aumento de la diversidad
prevista cuando se incluyen en los modelos varias especies que alternan sus propiedades
fisiolégicas entre los grupos coexistentes. En general los modelos disponibles en la literatura
permiten la coexistencia de pocos competidores extras, a diferencia de las cientos de especies
presentes en lagos. Por lo que, una teoria universalmente aceptada que explique la diversidad del

fitoplancton es hasta el presente un objetivo inalcanzable (Roy & Chattopadhyay 2007).

Los resultados del presente estudio contradicen el concepto de exclusidn competitiva por
agotamiento del recurso, por dos aspectos empiricos: primero, por la existencia de valores
umbrales en el ambiente, y segundo, porque la alteracién cinética sugiere una convergencia
comportamental de los organismos, en la cual un ensamblaje de poblaciones deficientes por fosfato
alcanza un estado fisioldgico en el que incorporan menos nutriente limitante del que
potencialmente podrian acumular. Asimismo, los valores umbrales altos y persistentes mostrados
en este estudio reflejarian una coherencia de la alteracion cinética por la comunidad de fitoplancton
(Aubriot et al. 2000, Wagner et al. 2000). Dos evidencias empiricas propuestas por Aubriot et al.
(2000) y Wagner et al. (2000) apoyan esta suposicion: primero, si una comunidad esta constituida
de organismos con diferentes valores umbrales, los organismos deberian tener la capacidad de
prevenir el reflujo del fosfato almacenado cuando la concentracién externa disminuye por debajo
de su valor umbral. De no ser asi, se producira una transferencia de fosfato hacia los organismos
con el valor umbral mas bajo (Wagner et al. 2000) y por lo tanto, la cinética resultante deberia ser
mas compleja y no podria ajustarse a la ecuacién semilogaritmica simple empleada (Aubriot et al.
2000). Segundo, si una porciéon de la comunidad no responde coordinadamente al incremento
externo del nutriente mediante el aumento del valor umbral, la concentracidn retornara finalmente
hasta el valor inicial previo al incremento, aunque a una menor tasa al final del curso temporal. Por
esta razén el valor umbral siempre representa el minimo valor alcanzable por un conjunto de
organismos y no representa un promedio estadistico de los umbrales de las especies presentes
(Wagner et al. 2000).

En el presente estudio, los cambios cinéticos no se asociaron con la composicion de la comunidad
de fitoplancton, observandose el incremento del valor umbral tanto en una comunidad diversa
formada por organismos eucariotas de varios grupos y cianobacterias (Fig. 3-1), como en
comunidades dominadas por una o dos especies de cianobacteria. En este Gltimo caso, se pudieron
observar comportamientos adaptativos en fitoplancton dominado por Planktothrix agardhii (Bt =
93-99%), asi como en casos de co-dominancia con Raphidiopsis mediterranea (Fig. 3-3).

Asimismo, la misma capacidad de respuesta se observé en experimentos con predominio de R.
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mediterranea sobre P. agardhii (Fig. 3-10). Por lo tanto, se hipotetiza que el comportamiento
adaptativo de incorporacion de fosfato no se asocia con la composicion de la comunidad y podria

ser una propiedad extendida en el fitoplancton.

Para profundizar en el analisis de las respuestas cinéticas, se simuld la incorporacién de fosfato
por una comunidad de fitoplancton utilizando el modelo uniespecifico reciente de Plaetzer et al.
(2005). Este modelo fue modificado en la presente tesis, a través de la programacion en el
lenguaje de PSpice (OrCAD), para lograr la conexion de los metabolismos de tres especies algales
al mismo recurso externo, en el cual el valor de L, reflejo la tasa de remocion relativa a la biomasa
y los valores umbrales fueron conferidos de forma proporcional e inversa al ApH de la membrana
tilacoide (ver Apéndice 1 por mas detalles) (Fig. 3-12). En el primer caso (Fig. 3-12A y B), la
primera especie (spl) se caracterizd con una biomasa (73%), una tasa de remocién del fosfato
externo dominante y una capacidad de alcanzar valores umbrales altos; la segunda especie (sp2)
con una biomasa (24.5%) y valores umbrales intermedios, y |la tercera especie representada por
menos biomasa (2.5%) y mayor eficiencia para alcanzar valores umbrales bajos (rango
nanomolar). La simulacion resulté en una cinética de incorporacion compleja, en la cual se alcanzé
finalmente un valor umbral minimo correspondiente a sp3 (Fig. 3-12A). En la Figura 3-12B se
representa la formacidn de reservas de polifosfato intracelular y refleja la posibilidad de
sobrevivencia en el medio. En este caso, la especie sp3 excluye a corto plazo a las coexistentes
debido a la constante pérdida y transferencia de P intracelular desde las dominantes (P;). En el
segundo ejemplo (Fig. 3-12C y D) se atribuyeron las mismas caracteristicas de biomasa y tasa de
remocion de fosfato a cada especie, con la diferencia que se incluyé el mismo valor de ApH. La
curva de remocion resultante fue uniforme y estable con respecto al valor umbral (Fig. 3-12C).
Esta condicion metabodlica permitidé que las tres especies obtuvieran polifosfato de forma
equivalente a su biomasa, sin la ocurrencia de extincidon a corto plazo. Este tipo de curvas de
remocion neta de fosfato son las usualmente obtenidas en comunidades de fitoplancton, cuando las
condiciones experimentales permiten reflejar la situacidn previa de crecimiento en el lago (Aubriot
et al. 2000, Capitulo 2). Por lo tanto, en el escenario de este modelo, puede concluirse que, de no
existir modificacién de las propiedades cinéticas, las especies de fitoplancton coexistentes deben
necesariamente compartir el mismo valor umbral para evitar su rapida exclusiéon del ecosistema

acuatico.

Para simular el proceso adaptativo a los incrementos de concentracion externa se utilizaron
ramificaciones condicionales tal como fueron usadas en el modelo de Plaetzer et al. (2005),
aplicados al caso de tres especies coexistentes (Fig. 3-13). Los pequefios incrementos del valor
umbral pueden ser explicados por un incremento en la concentracion de fosfato citoplasmatico,
durante la cual la conversion de energia en la membrana puede mantenerse inalterada (Wagner et
al. 2000). Sin embargo, cuando ocurren cambios dramaticos del valor umbral se asumirian
concentraciones citoplasmaticas de fosfato irreales, requiriendo de modificaciones fisioldgicas
adicionales, como una disminucion del acoplamiento indirecto entre la traslocacién de fosfato y la
hidrolisis de ATP (Wagner & Falkner 1992, Plaetzer et al. 2005). Se utilizaron propiedades de
incorporacién de fosfato inicialmente diferentes para cada especie, pero con la posibilidad de que a
un tiempo dado de exposicién las tres especies puedan “monitorear” la concentraciéon externa de
fosfato y compararla con la concentracion de ATP intracelular. Si al tiempo predeterminado la

concentracion externa es mayor a la concentracion de ATP, disminuyen el gradiente de pH de la
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Figura 3-12. Simulacion del transcurso de la remocion de fosfato del medio externo por dos comunidades de
fitoplancton compuesta cada una de tres especies (spl, sp2 y sp3) y con propiedades de incorporacidon
combinadas. Izquierda: A: spl, representada con una biomasa dominante (73%), mayor aporte a la tasa de
remocion y capacidad de alcanzar umbrales altos (0.63 uM); sp2, con una biomasa intermedia (24.5%), aporte
intermedio a la tasa de remocion y valores umbrales medios (0.35 puM); sp3, representada con una menor
biomasa (2.5%) y capacidad de alcanzar umbrales muy bajos (0.01 uM). B: Transcurso de la formacién de
polifosfato intracelular en cada especie durante la remocidn de fosfato en A. Para la simulaciéon se usaron los
siguientes pardmetros: spl: Lp = 3.0-10°, ApH = 2.2; sp2: Ly = 1.0-10°%, ApH = 2.45; sp3: L = 0.1-10°%, ApH
= 4.0. Derecha: C: Tres especies con las mismas biomasas y actividad de incorporacién representadas
anteriormente pero con la capacidad de alcanzar el mismo valor umbral (0.025 pM). D: Transcurso de la
formacion de polifosfato intracelular en cada especie durante la remocion de fosfato en C. Para la simulacion se
usaron los siguientes pardmetros: spl: L, = 3.0- 10°, ApH = 3.6; sp2: Lp = 1.0-10°, ApH = 3.6; sp3: Lp =
0.1-10°%, ApH = 3.6. El tiempo de exposicién en el eje x esta expresado en unidades de tiempo apropiadas
para el funcionamiento del programa y pueden ser comparadas con datos experimentales cuando 1 u.t. = 1
min.

membrana tilacoide (ApH) vy, si el [P.] es menor, mantienen las propiedades anteriores mas activas
(estado inicial adaptable). El resultado de este proceso es que las tres especies alteran su cinética
de incorporacion de acuerdo a la permanencia de una alta concentracién durante un tiempo dado,
mediante la disminucion de la velocidad de remociéon (Fig. 3-13A, linea continua). Esto permite a
los organismos alcanzar un valor umbral mayor o igual al de la especie con el valor mas alto
(estado final adaptado). De no ocurrir el monitoreo de la concentracién exterior, la remocién
resultante tiende a alcanzar el valor umbral minimo (Fig. 3-13A, linea punteada) y a la
consiguiente extincion de las dos especies con mayor biomasa (Fig. 3-13B). De acuerdo al
escenario planteado en el modo adaptativo del modelo modificado, los cambios de la concentracién
externa dependen de la actividad de incorporacién de la comunidad de fitoplancton, los cuales son
la referencia externa que tienen las poblaciones para modificar sus propiedades cinéticas.
Considerando que el monitoreo de la concentracion exterior se realiza probablemente en varios

intervalos de tiempo durante el curso de la remocion del fosfato, el proceso observado aqui resulta
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Figura 3-13. A: Simulacidn del transcurso de la remocién de fosfato del medio externo por una comunidad de
fitoplancton compuesta de tres especies (spl, sp2 y sp3) con las mismas biomasas y tasas de incorporacidn
que las usadas en la Figura 3-12. A: Linea continua: los pardmetros iniciales fueron: spl: ApH = 2.6; sp2:
ApH = 2.8; sp3: ApH = 4.0. La flecha indica el intervalo t = 30 u.t. (unidades de tiempo) de la ramificacién
condicional: es tiempo <30? - si: usar valores iniciales, no: es [P.] > a los moles de ATP hidrolizado por
moles de fosfato activamente trasportado a través de la membrana celular? - si: usar nuevos ApH, no: usar
ApH iniciales. Parametro nuevo: ApH = 2.55, para las 3 especies. Se indica en la Figura el valor resultante de
[Pela. Linea punteada: Simulacidn realizada con los mismos parametros anteriores y sin usar la ramificacion
condicional. B: Transcurso de la formacidn de polifosfato intracelular en cada especie durante la remocion de
fosfato en A, para el caso con y sin ramificacién condicional (lineas continuas y punteadas respectivamente).

en un mutuo ajuste cinético y energético basado en los cambios que cada poblacién produce en su
medio. Asimismo, debido a que las respuestas cinéticas estan asociadas al tiempo de exposicidn
del fitoplancton a la concentracion externa, el cual es modificado por la actividad de la propia
comunidad, ésta podria funcionar como un “sistema autorreferencial” (Falkner et al. 1996). Esta
cinética adaptable refleja una gran interdependencia entre los microorganismos, la comunidad y el

ambiente. Consecuentemente, se puede concluir a partir del modelo modificado que la comunidad
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de fitoplancton se adapta de forma conjunta a los incrementos de fosfato externo debido a que el
aumento del valor umbral se produce previo a colmar su capacidad de incorporacion, y que este
alto valor puede ser mantenido estable por el fitoplancton por un periodo prolongado (Fig. 3-8 y 3-
10). Por lo tanto, la utilizacién del fosfato durante la adaptacion no estd caracterizada por la
necesidad de acumular la mayor proporcion de fosfato posible, sino que estaria relacionada con la

utilizacion del nutriente disponible de la forma energéticamente mas eficiente.

Este nuevo estado adaptado en el cual el fosfato externo es incorporado con mayor eficiencia
deberia reflejarse en la tasa de crecimiento. Wagner et al. (2000) demostraron que las respuestas
a las adiciones de fosfato en A. nidulans desencadena alteraciones en la distribucién de los pesos
moleculares de los compuestos de carbono almacenados, aumentando la proporcion de
compuestos de bajo peso molecular los que son rapidamente utilizables (Wagner et al. 2000). Se
ha demostrado que este tipo de fendmeno tiene efectos sobre las tasas de crecimiento de cepas
aisladas de A. nidulans (Wagner et al. 2000). Por tal motivo, el alcance a largo plazo del estado
adaptado y sus consecuencias en el crecimiento fitoplanctonico son investigados en el siguiente

capitulo.



Capitulo 4

Persistencia a largo plazo de las alteraciones cinéticas de

incorporacion de fosfato por fitoplancton y su influencia en la

tasa de crecimiento

Introduccidn

Uno de los aspectos fundamentales de investigaciéon en ecologia acuatica refiere al estudio de las
ventajas adaptativas que permiten a los organismos obtener los recursos necesarios para sustentar
el crecimiento y como la interaccion entre poblaciones influye en la estructura de la comunidad
(Reynolds 1997). Bajo condiciones naturales de crecimiento deficiente por fosfato, el fitoplancton
debe sobrellevar fluctuaciones significativas de la concentracién externa del nutriente. Debido a la
activa incorporacion de fosfato, la concentracion de este nutriente en lagos decrece hasta
concentraciones nanomolares (Rigler 1956, Hudson et al. 2000). La concentracion externa limite
gue los organismos alcanzan incorporar dependera de sus propiedades energéticas, debido a que
solamente pueden superar el gradiente de concentracién cuando el fosfato externo sobrepasa
cierto valor (Falkner et al. 1989, Falkner et al. 1996, Wagner et al. 1995). En esta situacion, la
incorporacién de fosfato se detendrd a un valor estacionario o concentracién umbral, el cual
dependera del grado de acoplamiento entre el proceso de incorporacion y la energia disponible
para impulsarlo (Falkner et al. 1989). En lagos, la concentracion de fosfato puede alcanzar
rapidamente valores altos, por ejemplo, por la excrecién del zooplancton, peces o la liberacién del
nutriente del sedimento. Bajo estas condiciones, el crecimiento continuo es posible cuando los
organismos poseen un sistema de incorporacidon que les permita una rapida respuesta para
incorporar el fosfato de una forma energéticamente favorable (Falkner et al. 1996). Esta propiedad
cinética de los sistemas de incorporacidon de los organismos serd decisiva para determinar la tasa a
la cual un incremento transitorio es utilizado por cada organismo. En estos casos, el fosfato es
almacenado predominantemente como polifosfato para permitir el crecimiento durante periodos de
escasez del recurso (Kulaev & Vagabov 1983). Debido a que la utilizaciéon de un mismo recurso por
varias especies impone ciertas restricciones, el poseer una alta velocidad de incorporacién y/o una
mayor capacidad de almacenamiento del nutriente, son considerados factores decisivos para
determinar la exclusién del competidor debido al agotamiento del recurso por parte de la especie
dominante (ej.: Tilman 1982, Sommer 1999, Ducobu et al. 1998, Fu et al. 2005). Otros autores
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sugieren que los organismos exitosos deben necesariamente poseer una fisiologia flexible que les
permita adaptarse a la variabilidad ambiental a pequefia escala (Reynolds 1998). En esta linea,
estudios determinaron que la cianobacteria unicelular Anacystis nidulans y la filamentosa Anabaena
variabilis poseen la capacidad de adaptarse fisioldgicamente a un patron de incrementos de fosfato
de forma energéticamente favorable (Falkner et al 1989, Wagner et al 1995, Falkner & Falkner
2003). Esta adaptacion consiste en la alteracién de los parametros energéticos y cinéticos hasta
alcanzar nuevas propiedades uniformes de incorporacion, las cuales ocurren independientemente
de la cantidad de fosfato almacenado (Wagner et al. 1995, Falkner et al. 1995). En un estudio
previo en lagos se determind que la cinética de incorporacion y los valores umbrales de fosfato del
fitoplancton variaron asociados a cambios en el aporte de fosfato (Aubriot et al. 2000). En el
Capitulo 3 se mostrd que estos cambios cinéticos se deben a adaptaciones fisioldgicas (entendidas
en los términos de Begon et al. 1990 y Falkner et al. 1996) de la comunidad de fitoplancton a los
incrementos en la concentracidon externa de fosfato. Por lo tanto, dos evidencias surgidas del
Capitulo 3 cuestionan la validez del principio de exclusidon competitiva: i) la existencia de valores
umbrales variables en el ambiente y ii) que el evento adaptativo implica que un ensamblaje de
poblaciones deficientes por fosfato pueden alcanzar un estado fisioldgico en el cual incorporan
menos nutriente limitante del que potencialmente pueden acumular. En el presente capitulo
investigamos la persistencia a largo plazo de las respuestas cinéticas a diferentes patrones de
fluctuaciones de fosfato y como esta nueva propiedad fisioldgica influye en la tasa de crecimiento
de fitoplancton natural. Los resultados con cultivos de cianobacterias determinaron que las
alteraciones cinéticas confieren ventajas energéticas, debido a que los organismos incorporan el
fosfato con una mayor eficiencia lo que deberia reflejarse en un mayor crecimiento posterior
(Wagner & Falkner 1992, Falkner et al. 1996, Wagner et al. 2000, Falkner & Falkner 2003). Estos
resultados se discuten en relacion a la nocidn de competencia por nutrientes y al rol del
comportamiento cinético adaptable en la proliferacién y sobrevivencia de las poblaciones de

fitoplancton.

Materiales y métodos

Las investigaciones sobre las alteraciones cinéticas de la incorporacién de fosfato por fitoplancton a
las fluctuaciones del nutriente se realizaron en junio de 2003, enero a marzo de 2004 y enero de
2006. Las muestras fueron tomadas del Lago Rodd, Parque Rodd, Montevideo. Los antecedentes
del Lago Rodd y sus principales caracteristicas morfométricas, asi como la obtencién vy
procesamiento de las muestras, las mediciones in situ, las determinaciones espectrofotométricas y
el analisis cualitativo y cuantitativo de fitoplancton se detallan en Materiales y Métodos del Capitulo
2. La caracterizacién del sistema por la concentracion de los principales nutrientes y clorofila a (Clo

a) se muestra en Materiales y Métodos del Capitulo 3.

Determinacion de la incorporacion neta de fosfato

Se tomaron dos submuestras de 50 ml (S; y S,) de la misma muestra original de agua del Lago
Rodd usada para andlisis quimico y bioldgico. La determinacion de la incorporacion neta de fosfato

por fitoplancton en dichas submuestras se realizé de acuerdo a lo detallado en el Capitulo 2.
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Para excluir una respuesta fisioldgica al incremento externo de fosfato por la acumulacion
intracelular del recurso, el tratamiento consistié en la aplicacion de la misma concentracidn total de
[3?P.] a las dos submuestras (S; Yy S,), dosificada en dos patrones de pulsos: 5—10 pulsos de [3?P]
fosfato agregados a S; y un Unico pulso de [3?P] fosfato aplicado a S,. La remocién del fosfato
agregado se siguio hasta el inicio del periodo de la fase oscura (9 horas). Al dia siguiente (entre
15-20 horas luego de iniciado el tratamiento) se determind la concentracién externa de fosfato
[Pe] en cada submuestra y se aplicd un pulso de igual concentracidon a cada submuestra, para
comparar la cinética de incorporacion y el valor umbral resultante. Dependiendo de la actividad de
incorporacién, se siguié la remocién de [3?P,] hasta el dia siguiente, si es indicado en las figuras
correspondientes. Los pulsos de [32P] fosfato correspondieron a un valor superior al 10% del Pt de

la muestra, luego del primer pulso.

Analisis de la cinética de incorporacion

Se utilizé la relacidn flujo-fuerza de Falkner et al. (1989) entre la tasa de incorporacion y la fuerza
impulsora de ese proceso. La determinacion del coeficiente de conductividad (Lp) y el valor umbral
de fosfato [P.]a se muestra en el Capitulo 2. Para el analisis de la dependencia lineal y no lineal de
dicha relacidon se utilizd la expresidon completa de la ecuacion de acuerdo a lo detallado en el
Capitulo 3. Asimismo, la determinacion de los valores umbrales medidos experimentalmente
([P’ela), el tiempo de exposicion del fitoplancton al fosfato externo (tg), el regraficado Thellier de
los datos de incorporacidn de fosfato (Thellier 1970) y la confianza del método utilizado se detallan

en el Capitulo 3.

Incubacion de muestras de fitoplancton y determinacion del crecimiento

Se tomo una submuestra de la misma muestra original (5—10 |) usada para la determinacion de la
incorporacion de fosfato y se subdividié en 9 réplicas de 350 ml cada una, las que fueron
prefiltradas por una red de 80 ym de malla e incubadas con las mismas condiciones de luz y
temperatura que las usadas en los experimentos de incorporacién de [32P] fosfato. Para prevenir la
limitacion del crecimiento por disminucion de CO, y la sedimentacion del fitoplancton, cada réplica
fue constantemente burbujeada con aire previamente mezclado con agua Milli-Q® (Millipore) y
filtrado con filtros estériles. Las réplicas fueron incubadas en botellas de cultivo con tapa
esmerilada. Tres réplicas fueron destinadas como control (C) sin adicidon de nutrientes, a tres
réplicas se le aplicé el mismo tratamiento que a S; y a otras tres se les aplico el tratamiento de S..
Los pulsos de concentracidén se realizaron con fosfato no radiactivo (K,HPQO,). El crecimiento se
evalué mediante la concentracidn de clorofila a inicial y final para cada tratamiento. Se tomd una
alicuota de 20—30 ml de cada réplica de los tratamientos y se filtraron con un filtro GF/F Whatman
(13 mm didmetro) a los intervalos de tiempo indicados por las figuras. Asimismo, se midié la
composicién relativa de los principales pigmentos fotosintetizadores en alicuotas de 2 ml, mediante
la absorbancia in vivo a las respectivas longitudes de onda (430 nm: clorofila, 490 nm:
carotenoides, 565 nm: alloficocianina, 620 nm: ficoeritrina, 650 nm: ficocianina y 680 nm:
clorofila) y la turbidez total en cada réplica (750 nm). Las alicuotas de pigmentos fueron tomadas a
los intervalos de tiempo indicados en las figuras. Se aplicé un fotoperiodo de 15 y 9 horas de luz y

oscuridad, respectivamente.
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Resultados

Persistencia y alcance de las nuevas propiedades cinéticas

Para conocer la persistencia y alcance de los cambios cinéticos se aplicé la misma concentracion
total de [*?P.] a dos submuestras de fitoplancton tomadas del Lago Rodd (S; y S»), dosificada en
cinco pulsos de 2 uM [32P] fosfato agregados a S; y un pulso de 10 pM [32P] fosfato a S, (Fig. 4-1A)
para excluir una respuesta fisioldgica causada por la acumulacion del nutriente. La muestra del
Lago Rod6 tuvo una biomasa de 240.3 + 1.0 pg Clo a I'! y el biovolumen (B) de la comunidad de
fitoplancton correspondidé 94.0% a cianobacterias (75.5% Planktothrix agardhii; 17.2%
Raphidiopsis mediterranea; 1.3% Planktolyngbya sp. y 1.0% Limnothrix sp.), 5.0 % a
dinoflagelados (4.6% Peridinium sp.) y criptofitas (0.4% Cryptomonas ovata).

El fitoplancton mostré una alta actividad de remocién de fosfato, debido a que incorporé mas de
1.5 veces el contenido de Py de la muestra (Pt = 6.16 uM fosfato) en menos de una hora en S;
(Fig. 4-1A). El tiempo de exposicidon (tg) a los pulsos aplicados en la submuestra S, fue equivalente
al de S;. La concentracion umbral [P'.]a alcanzada por ambas submuestras luego de los pulsos y
posterior a la fase oscura fue esencialmente la misma ([P'<]Jo = 0.055 £ 0.002 uM y 0.048 £+ 0.007
UM fosfato, S; y S, respectivamente) (Fig. 4-1A). Los subsiguientes pulsos de 2 uM [32P] fosfato
aplicados en el siguiente dia (t = 16.5 h, luego de iniciado el tratamiento) tuvieron un tg de 30 min.
La cinética y valores umbrales ajustados fueron aproximadamente los mismos entre las
submuestras, considerando el solapamiento de los ICqq¢, (Fig. 4-1B). El grafico Thellier del flujo de
incorporacion (Jp) vs log [P.] obtenidos de la Figura 4-1, muestra la relacion lineal entre ambos
parametros (Fig. 4-2), observandose una disminucion de J, entre los primeros y segundos pulsos
en ambas submuestras. En este experimento, no se observaron alteraciones de los valores
umbrales entre los pulsos de cada submuestra y entre submuestras, dentro de los rangos de
concentracién externos aplicados (2.3 veces la concentracion de Py inicial) y en combinacién con la

alta actividad de remocién mostrada por el fitoplancton.

Se investigd una muestra de fitoplancton con menor actividad de incorporacion de fosfato que la
mostrada previamente. Debido a esta menor actividad, se aplicé la mitad de [3?P.] total que la
aplicada en el caso anterior (5 pM [32P,] fosfato). La muestra de fitoplancton contuvo 196.5 £ 2.0
pug Clo a It y estuvo compuesta principalmente por cianobacterias filamentosas P. agardhii
(biovolumen del taxa, By = 80.4%) y R. mediterranea (Bt = 18.9%), con el restante biovolumen
representado por criptofitas (Br = 0.69 %). La submuestra S; recibidé cuatro pulsos de 1 uyM y dos
de 0.5 uM [*2P] fosfato, los cuales no fueron enteramente incorporados antes de que se aplicara el
siguiente pulso. Esta secuencia de pulsos resultd en un incremento escalonado de la concentracidn
externa hasta la aplicacién del ultimo pulso (Fig. 4-3A). En S, se produjo una reduccion de ca.
treinta veces la velocidad lineal inicial de incorporacién de [*?P] fosfato (31.8:103 yM min™, r2 =
0.88, n = 4; 0.95-103 pyM min™?, r?> = 0.95, n = 4, tramo inicial y final respectivamente), luego de
dos horas de agregado el pulso de 5 pM (Fig. 4-3A). Ambas submuestras alcanzaron valores de
[P'.]a similares en el siguiente dia, luego de la fase oscura ([P'c]a = 0.313 pM y 0.322 uM, S; ¥ S,
respectivamente). A las 24 horas de haberse iniciado el tratamiento, se aplicaron dos pulsos
consecutivos de 0.4 uM [*2P.] fosfato (Fig. 4-3B). Debido a la baja tasa de incorporacién de fosfato
por el fitoplancton no se determinaron las concentraciones umbrales ([P'.]a). Se observd una

disminucién de 1.4 veces el J; inicial entre S; y S, durante el primer pulso. Luego de la segunda
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Figura 4-1. Transcurso de la incorporaciéon neta de [*?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (Si:
simbolos negros y S,: simbolos blancos) obtenidas del Lago Rodd. A: pretratamiento de 5 pulsos de 2 uM
agregados a la submuestra S; y 1 pulso de 10 uM a S,. Se muestra la concentracion inicial y final para cada
pulso de 2 uM. Las areas sombreadas representan el periodo oscuro de 9 h. B: Comparacion de la cinética
entre submuestras por el agregado de 2 pulsos consecutivos de 2 uM a cada una, a t = 16.5 h del agregado de
los pulsos iniciales en A. Las curvas continuas (B) representan el mejor ajuste computado con la ecuacion lineal
para cada submuestra independiente, con los siguientes pardmetros: primer pulso S;: Lp = 0.045 pM min™,
[Pe]a = 0.052 pM, ICgo9, = * 0.025 uM, r? = 0.9996; primer pulso S;: Lp = 0.046 uM min?, [Pe]a = 0.048 uM,
ICogs = % 0.044 pM, r? = 0.9990; segundo pulso S;: Lp = 0.031 pM min’!, [Pe]a = 0.054 uM, ICg0 = % 0.031
UM, r2 = 0.9996; segundo pulso S,: Lp = 0.031 pM min?, [Pe]a = 0.056 pM, ICooe, = + 0.028 uM, r?> = 0.9996.
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Figura 4-2. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Jp) en el logaritmo de la
concentracidn externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo de la Fig. 4-1 (S;: simbolos negros y S,:
simbolos blancos; circulos: primer pulso, cuadrados: segundo pulso). El flujo neto (Jp) esta expresado en pmol
P; (mg Clo a h)™ y el log [P.] es expresado relativo a la unidad estdndar de concentracién (M).
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adicién de 0.4 uM [2P] fosfato, el fitoplancton de la submuestra S, redujo el J, casi a la mitad con
respecto al pulso anterior y 2.6 veces en comparacion con el pulso paralelo en S; (Fig. 4-3B). La
incorporaciéon en S, se detuvo a un alta concentracién externa ([P'.]a = 0.740 £ 0.009 uM [3?P]
fosfato), mientras que S; mantuvo una tasa de incorporacion constante. Durante el transcurso del
presente experimento se produjo una importante desactivacion de la incorporacion de fosfato por

el fitoplancton, la que fue mas acentuada en la submuestra que mostré una desactivacion inicial
ca. 30 horas antes (S,).
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Figura 4-3. Transcurso de la incorporacién neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (Si:
simbolos negros y S,: simbolos blancos) obtenidas del Lago Rodd. A: pretratamiento de 4 pulsos 1 uM y 2 de
0.5 uM agregados a la submuestra S; y 1 pulso de 5 UM a S,. Se muestra la concentracion inicial y final para
cada pulso de 1 uM. Las areas sombreadas representan el periodo oscuro de 9 h. B: Comparacién de la cinética
entre las submuestras por el agregado de 2 pulsos consecutivos de 0.4 M a cada una, a t = 24 h del agregado
de los pulsos iniciales en A (notar que la concentracién inicial es igual al [*?P] agregado mas el valor umbral
anterior). Las lineas continuas representan el mejor ajuste computado con la ecuacién lineal para cada
submuestra, con los siguientes parametros: primer pulso S;: Lp = 2.19:103 pM min™, [Pe]a = 0.201 uM, r? =
0.9981; primer pulso S;: Lp = 2.36:10 uM min™, [Pe]a = 0.308 uM, r> = 0.9887; segundo pulso S;: Lp =
1.69-103 uM min?, [Pe]a = 0.280 pM, r? = 0.9786; segundo pulso S;: Lp = 11.43-103 uyM min?, [Pe]a = 0.735
UM, r’ = 0.8617. Las lineas punteadas (B) corresponden al ICqq, del ajuste de la funcién flujo-fuerza.
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Figura 4-4. Transcurso de la incorporacién neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (Si:
simbolos negros y S,: simbolos blancos) obtenidas del Lago Rodd, luego de la adicidon de 8 pulsos de 1 uM a
S:1 y 1 pulso de 8 uM a S,. Las curvas continuas representan el mejor ajuste computado con la ecuacion
lineal en S;, con los pardmetros: Lp = 3.2:10°3 pM min?, [Pe]a = 2.205 uM, r> = 0.9921 y la ecuacién no
lineal en S,, con los pardmetros: Lp = 1.2:103 pM min?, [Pc]a = 0.833 uM, r?> = 0.9996. Las areas
sombreadas representan el periodo oscuro de 9 h. Las lineas punteadas corresponden al ICgq, del ajuste de
la funcidn flujo-fuerza.
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Figura 4-5. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (JP) en el logaritmo de la
concentraciéon externa [Pe], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 4-4 en la
submuestra S1 (circulos negros) y S2 (circulos blancos). La linea punteada representa la extrapolacion del
término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacién ajustada. El flujo neto (JP) estd
expresado en pmol Pi (mg Clo a h)-1 y el log [Pe] es expresado relativo a la unidad estandar de
concentracién (M).
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Figura 4-6. Transcurso de la incorporacién neta de [>2P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (S; y S)
obtenidas del Lago Rodoé. El pretratamiento consistié en 10 pulsos de 1 UM agregados a la submuestra S; y 1
pulso de 10 uM a S,, dos horas antes de iniciar los pulsos en A y B. A: Remocion de 2 pulsos de 2 uM fosfato
por el fitoplancton de la submuestra S;. Las curvas representan el mejor ajuste computado con la ecuacion no
lineal (m = 5), con los pardametros: primer pulso (circulos negros): Lp = 3.98:103 uM min™, L = 0.1:10° uyM
min, [Pe]a = 0.069 uM, ICggs, = £ 0.084 uM, r* = 0.9974; segundo pulso (cuadrados negros): L, = 0.023 uM
min™, L = 0.1-10 uyM min™, [Pe]a = 1.201 uM, ICog0 = * 0.159 pM, r> = 0.9617. Concentracién final de [P'c]a
= 0.405 + 0.012 pM. B: Remocién de 2 pulsos de 2 uM fosfato por el fitoplancton de la submuestra S,. Las
curvas representan el mejor ajuste computado con la ecuacién lineal, con los parametros: primer pulso
(circulos blancos): Ly = 0.026 pM min?, [Pe]a = 0.040 uM, ICog, = £ 0.105 pM, r? = 0.9970; segundo pulso
(cuadrados blancos): Lp = 0.019 pM min™, [Pe]a = 0.062 pM, ICoss = £ 0.109 pM, r? = 0.9972. Concentracion
final de [P'e]a = 0.247 £ 0.030 uM. El corte en el eje x incluye a la fase oscura.

Se determindé una diferencia mas acentuada entre las submuestras cuando se expuso a una
muestra con similar composicién de fitoplancton a una mayor concentracién de [*?P.]. La muestra
contuvo una biomasa de fitoplancton de 236.8 + 0.1 ug Clo a I'! y estuvo compuesta por P.
agardhii (Bt = 77.5%) y R. mediterranea (Bt = 18.9%), con el restante biovolumen representado
por cf. Limnothrix (Bt = 1.4%), cf. Planktolyngbya (Bt = 1.0%), Cyclotella sp. y criptofitas. En la
Figura 4-4 se muestra la remocién de [3?P] fosfato luego del agregado de ocho pulsos de 1 uM a la
submuestra S; y un pulso de 8 uM a S,. Al igual que en el caso anterior, la remocion de fosfato

siguid durante el periodo de fase oscura; sin embargo, ambas submuestras no alcanzaron el mismo
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valor umbral. En este caso, el tratamiento que detuvo su incorporacién a un valor umbral
extremadamente alto ([Pe]a = 2.205 uM) fue el que recibid la sucesion de pulsos, y resultd en una
secuencia ascendente de la concentracion externa, en contraste con las concentraciones bajas
luego de los dos primeros pulsos de 1 pM [3?P] fosfato (7.0-103 - 25.8:-10 pM fosfato). El
fitoplancton de la submuestra S, mostré una disminucidn neta de [3?P.] hasta cesar la
incorporacion a un valor alto, aunque significativamente inferior a S; ([Pe]a = 0.833 uM,
submuestra S,). La relacion de Jp vs log [P.] del fitoplancton de S, mostré una dependencia
considerablemente curva desde la concentracion inicial de [P.] hasta alcanzar una relacidon cercana
a la linealidad (Fig. 4-5). En contraste, el fitoplancton de la submuestra S; mostré una relacion
lineal durante todo el transcurso de la remocién de fosfato al menos durante 21 horas (desde 4.13
UM [3?P.] fosfato). A partir de estos resultados, se investigd el alcance y persistencia del valor
umbral alto. Se utilizé una muestra con un contenido de Clo a y composicion fitoplancténica similar
al experimento anterior (Clo @ = 220 + 6.2 ug I'%; P. agardhii (Br = 61.4%) y R. mediterranea (Bt
= 34.5%), con el restante biovolumen representado por cf. Planktolyngbya By = 1.6%, células cf.
Microcystis sp., Cyclotella sp. y criptofitas). El fitoplancton fue sometido a un pretratamiento
consistente en diez pulsos de 1 pM en la submuestra S; y un pulso de 10 uM [32P] fosfato en S,.
Luego de dos horas de aplicados los pulsos, el fitoplancton de cada submuestra fue expuesto a dos
pulsos consecutivos de 2 uM [32P] fosfato (Fig. 4-6) cuya remocidon fue seguida durante ca. 30
horas. Similar a lo mostrado previamente, se observo una diferencia marcada en los parametros
cinéticos: se produjo una reduccién de seis veces el L, durante el primer pulso en S; y un aumento

cercano a veinte veces el valor umbral alcanzado por el fitoplancton de S; (Fig. 4-6A). El
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Figura 4-7. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Jp) en el logaritmo de la
concentracion externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 4-6 en la
submuestra S; (circulos negros: primer pulso, cuadrados negros: segundo pulso) y S, (circulos blancos:
primer pulso, cuadrados blancos: segundo pulso). La linea punteada representa la extrapolacion del término
lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacién ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado en pmol
P (mg Clo a h) y el log [P.] es expresado relativo a la unidad estdndar de concentracidn (M).
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fitoplancton de S, mantuvo una relativamente constante y rédpida cinética de incorporacion (Fig. 4-
6B), incorporando ca. 3 veces el contenido de P; de la muestra y 30% mas fosfato que S;. Luego
de 18 horas de permanencia del valor umbral en el rango micromolar, el fitoplancton en S; reinicid
la incorporacidn durante las siguientes 4 horas hasta que se alcanzé un tercer valor estacionario
intermedio ([P'e]Ja = 0.405 = 0.012 pM). En S, se produjo un incremento progresivo de la
concentraciéon umbral hasta alcanzar un valor cercano a la mitad del de S;. El grafico Thellier
muestra los cambios significativos de Lp entre submuestras y pulsos (GLM-ANCOVA, p«0.01). Se
produjo una menor disminucion de L, entre los pulsos de S,, mientras que el Jp inicial del primer
pulso en S; fue aproximadamente siete veces inferior y levemente alejado de la relacion lineal (Fig.
4-7). El siguiente pulso en S; (Fig. 4-7, cuadrados negros) mostrd cambios extremos en la relacion
entre Jp y log [P<]: se aproximd nuevamente a la linealidad, en todo el rango de concentracion,
concomitantemente con una disminucion del Jp inicial y un aumento de L, (Fig. 4-7, cuadrados

negros).

Propagacion a largo plazo de las nuevas propiedades cinéticas

Con el objetivo de conocer las alteraciones cinéticas y energéticas a largo plazo asi como su efecto
en el crecimiento fitoplancténico, se siguidé la remocién de [3?P.] fosfato paralelamente con el
incremento de la biomasa durante 45 horas. La muestra del Lago Rodoé tuvo una alta biomasa
inicial (Clo @ = 411.6 £ 9.8 ug a I'!) y una comunidad dominada por cianobacterias filamentosas
(P. agardhii, By = 65.9% y R. mediterranea, Bt = 33.6%, con el restante biovolumen representado
por cf. Planktolyngbya y células cf. Microcystis sp.). Se aplicd el mismo pretratamiento que en el
experimento anterior a dos submuestras (S; y S,) y se compard la cinética de incorporacion con un
pulso de 2 uyM a cada submuestra, luego de 17 horas de iniciada la incubaciéon (Fig. 4-8). La
concentracién umbral alcanzada por el fitoplancton luego de los pulsos fue cinco veces superior en
Sy (S1: [P'e]a = 0.533 uM [32P] fosfato, ICgqs, = £ 0.084 pM; S,: 0.092 pM [*2P] fosfato, ICqqy, = £
0.046 uM), el cual fue constante por mas de 15 horas. Sin embargo, ambas suspensiones de
fitoplancton mostraron una cinética de incorporacién compleja, con al menos un punto de
discontinuidad de la derivada primera del transcurso de la remocién de [3?P] fosfato (Fig. 4-8).
Debido al cambio en la velocidad de remocidn, el mejor ajuste de la relacion flujo—fuerza se obtuvo
separadamente con los intervalos anterior y posterior a la discontinuidad, con los parametros
cinéticos mostrados en la Tabla 4-1. El mejor ajuste de la parte superior de la curva se realizé con
la funcién no lineal de flujo fuerza, seguido de la linealizacidn del sector final de la curva. El grafico
Thellier muestra que la relacion entre Jp y log [Pe] en S; fue lineal en ambos sectores de la curva
de remocion. En S, esta relacion partio lejana a la linealidad hasta ca. 0.6 uM [P.] fosfato vy
continuéd lineal hasta alcanzar el valor umbral (Fig. 4-9). Los cambios de L, entre submuestras y
pulsos fueron altamente significativos (GLM-ANCOVA, p«0.01).

Se determind crecimiento del fitoplancton (S; = 475.2 + 15.6 ug Clo a I'!) Unicamente en la
submuestra que mostrd el mayor incremento del valor umbral a 49 horas de iniciado el tratamiento
([Pe]aini = 0.069 pM fosfato; [Pelasin = 0.503 uM fosfato, Tabla 4-1). La submuestra S, y el control
no mostraron diferencias significativas entre si y con la biomasa inicial (Clo @ = 375.7 = 31.3 pyg I'?
y 397.8 £ 31.0 ug I'}, S, y C, respectivamente).
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Figura 4-8. Transcurso de la incorporacién neta de [*?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (S;, circulos
negros y S,, circulos blancos) obtenidas del Lago Rodo. El pretratamiento consistié en 10 pulsos de 1 uM
agregados a la submuestra S; y 1 pulso de 10 uM a S,. Luego de 17 horas, se agregd un pulso de 2 uM a cada
submuestra de fitoplancton. Las curvas continuas representan el mejor ajuste computado con la relacién no
lineal de flujo-fuerza (A, B, A’y B’) y lineal en C y C'. Los parametros de los ajustes se muestran en la Tabla 4-
1. Las areas sombreadas representan el periodo oscuro de 9 h.

Tabla 4-1. Parametros del ajuste de las curvas de remocion de fosfato de la Figura 4-8, en dos submuestras de
fitoplancton S; y S, del Lago Rodd. Lp: coeficiente de conductividad; L: coeficiente de conductividad de la
ecuacion no lineal; [Pe]a: concentracidn umbral esperada + ICog,; r?: coeficiente de determinacidon; n: ndmero
de alicuotas incluidas en el ajuste. En la ecuacién no lineal m = 3.

submuestra  curva Lp L [Pela n r?
(MM min) (UM min) (uM)
S A 0.8-10° 0.3-10° 0.069 £+ 0.070 7 0.9982
S B 80.0-10°3 1.0-103 1.137 £ 0.130 7 0.9821
Si C 3.5-10° - 0.503 £ 0.084 13 0.9773
S, A’ 0.8-10° 2.0-10°3 0.039 £ 0.062 7 0.9999
S, B’ 15.1-10° 10.0-10 0.413 £ 0.096 10 0.9955
S, c’ 2.5-10°3 - 0.092 £ 0.046 11 0.9741

En el experimento anterior, el crecimiento se constatd por determinacion del valor inicial y final

de la biomasa. En el experimento siguiente se analiz6 el transcurso del crecimiento. En este caso
se observa nuevamente una correlacién entre el aumento del valor umbral y el crecimiento del
fitoplancton. La muestra de fitoplancton tuvo una biomasa y composicién similar al experimento de
la figura 4-8 (Clo @ = 308.5 + 10.9 ug I'!; By = 65.9 y 33.6%, P. agardhii y R. mediterranea,
respectivamente, y Br = 3.6 % representado por cf. Limnothrix, Microcystis sp. y células cf.
Microcystis sp.). Se aplico el mismo pretratamiento que en el experimento anterior a las dos

submuestras (S; y S,) y se comparo la cinética de incorporacién con un pulso de 2 uM luego de



Persistencia a largo plazo de las alteraciones cinéticas 55

c

-7.4 -7.2 -7.0 -6.8 -6.6 -6.4 -6.2 -6.0 -5.8 -5.6
log [P,]

Figura 4-9. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (J») en el logaritmo de la
concentracion externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 4-8 en la
submuestra S; (B y C, circulos negros) y S, (B’ y C’, circulos blancos). La linea punteada representa la
extrapolacion del término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacién ajustada. El flujo neto
(Jp) estd expresado en umol P; (mg Clo a h)™ y el log [P.] es expresado relativo a la unidad estdndar de
concentracién (M).

16.7 horas de iniciada la incubacién (Fig. 4-10). La cinética de incorporacion [3?P] fosfato mostrd,
también en este experimento, un punto de discontinuidad en la pendiente de la curva de remocién
de la submuestra S;. En cambio, toda la curva de incorporacién de S, se ajusté a la funcién no
lineal de flujo—fuerza. A pesar de que se observé un incremento en la concentracion umbral hacia

el final en S,, el [P'<]a de S; resultd tres veces mayor (Tabla 4-2).

El analisis de Jp vs. log [P.] mostrd una relacion curvilinea acentuada en ambas submuestras,
cuya linealidad se alcanzd a una concentracién externa de 0.780 uM fosfato en S; (luego del punto
de discontinuidad), mientras que en S, se produjo a partir de 0.231 uM fosfato (Fig. 4-11). El inicio
de la linealidad en S; fue concomitante con un incremento de Jp de 0.1764 umol P; (mg Clo a h)™.
El transcurso del crecimiento, determinado a partir de las longitudes de onda correspondientes a la
turbidez de la muestra y de los pigmentos fotosintéticos in vivo de las incubaciones, mostrd un
incremento progresivo de los valores medios en el fitoplancton de S; (Fig. 4-12A). La tasa de
incremento promedio entre 15 — 30 horas fue nueve veces mayor a la determinada para S, (Fig. 4-
12B). Luego de 40 horas se produjo una estabilizacion del crecimiento en S;, mientras que
disminuyd la absorbancia en S,, relativa al intervalo 15 — 30 horas. El aumento de la absorbancia
en S; se corrobord con la extraccidon de clorofila @ de las mismas incubaciones a t = 49 h, la que
represent6 un incremento mayor a 25% en S; (S; = 524.5 £ 35.5 ug Cloa I'*; S, = 391.3 + 11.8
ug Clo a I'h).

No se observaron diferencias en el crecimiento entre los tratamientos cuando el patrén de pulsos
no produjo una alteracion persistente del valor umbral. En estos casos se produjo una
convergencia de la respuesta durante la aplicacion del mismo pretratamiento de pulsos que el
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realizado anteriormente. La Figura 4-13 muestra un ejemplo representativo de estos casos. En este
experimento, la principal diferencia entre los tratamientos de pulsos luego de 17 horas de iniciada
la incubacién fue la disminucion de L, cercana a cinco veces en S; (Fig. 4-13B), mientras que las
concentraciones umbrales fueron esencialmente las mismas (S;: [Pe]a = 0.100 puM [32P] fosfato,
ICg90, = £ 0.033 pM; S,: [Pe]a = 0.096 pM [32P] fosfato, ICgee, = £ 0.044 pM). La tasa promedio
de incremento de la absorbancia entre 15 y 30 horas fue levemente superior en S; (Fig. 4-13C y
D), aunque la concentracion de Clo a final en S; y S, no mostrd diferencias significativas (Clo a
inicial = 391.1 £ 27.6 ug1'!; Cloa30h: S; =412.1 £9.7ugCloally S, = 410.7 + 23.2 ug Clo
alt).

P,(uM)

50
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Figura 4-10. Transcurso de la incorporacion neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (S;,
circulos negros y S,, circulos blancos) obtenidas del Lago Rodo. El pretratamiento consistié en 10 pulsos de 1
MM agregados a la submuestra S; y 1 pulso de 10 UM a S,. Luego de 17 horas, se agregd un pulso de 2 uM a
cada submuestra de fitoplancton. Las curvas continuas representan el mejor ajuste computado con la relacion
no lineal de flujo-fuerza (A, B, A’y B’) y lineal en C. Los parametros de los ajustes se muestran en la Tabla 4-2.
Las areas sombreadas representan el periodo oscuro de 9 h.

Tabla 4-2. Parametros del ajuste de las curvas de remocién de fosfato de la Figura 4-10, en dos submuestras
de fitoplancton S;y S, del Lago Rodd. Lp: coeficiente de conductividad; L: coeficiente de conductividad de la
ecuacion no lineal; [Pe]a: concentracion umbral esperada + ICgg0; M: exponente entero >1 del término no
lineal de la relacién flujo—fuerza; n: numero de alicuotas incluidas en el ajuste; r’: coeficiente de

determinacion.

submuestra  curva Lp L [Pela m n r?
(UM min) (UM min) (uM)
S A 0.2-10°3 0.5-10°3 0.053 £ 0.081 3 6 0.9972
S B 1.0-10°3 10.0-107 0.473 £ 0.067 5 9 0.9965
S C 1.8-10°3 - 0.270 £ 0.038 - 9 0.9935
S, A’ 3.9-107 2.0-10°3 0.034 £ 0.057 7 1.0000
S, B’ 1.3-10°3 0.2-10°3 0.091 £+ 0.096 5 21 0.9967
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Figura 4-11. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Jr) en el logaritmo de la
concentracién externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 4-10 en la
submuestra S; (circulos negros) y S, (circulos blancos). La linea punteada representa la extrapolacion del
término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacidn ajustada. La linea punteada vertical indica
el punto de discontinuidad en el flujo. El flujo neto (Jp) estd expresado en umol P; (mg Clo a h)™ y el log [P.] es
expresado relativo a la unidad estdndar de concentracion (M).
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Figura 4-12. Transcurso de la absorbancia in vivo de incubaciones expuestas en forma paralela al mismo
patrén de pulsos del experimento mostrado en la Figura 4-10. Las longitudes de onda usadas corresponden al
maximo de absorbancia de los principales pigmentos fotosintéticos (430 nm: clorofila, 490 nm: carotenoides,
565 nm: alloficocianina, 620 nm: ficoeritrina, 650 nm: ficocianina y 680 nm: clorofila) y la turbidez total de la
muestra (750 nm). La linea continua corresponde al intervalo utilizado para el célculo de la tasa de crecimiento
promedio, con los siguientes pardmetros: A: 3.6:103 £ 0.5-10% h'!; B: 0.4:10°% + 0.1:102 h}; rango de r’=
0.97 — 0.99. Las areas sombreadas representan el periodo oscuro de 9 h.
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Figura 4-13. Transcurso de la
incorporacién neta de [32P] fosfato (A y B)
y de la absorbancia in vivo (C y D) en dos
submuestras de fitoplancton (S;, simbolos
negros y S,, simbolos blancos) obtenidas
del Lago Rodé. A: Pretratamiento con 10
pulsos de 1 pM agregados a la submuestra
S:y 1 pulso de 10 UM a S,. B: Aplicacién
de un pulso de 1 uyM a cada submuestra
de fitoplancton luego de 17 horas de
iniciado el pretratamiento. Las curvas
representan el mejor ajuste computado
con los parametros: S;, ecuacion no lineal
(m 3): Lp = 3.16:102% uyM min?, L
2.0:103 yM mint, [Pe]a = 0.100 uM, ICogs,
= %+ 0.033 uM, r> = 0. 9985; S,, ecuacidn
lineal: Lp = 17.28:10 pM min?, [Pc]a =
0.096 IJM, IC99% = + 0.044 IJM, rz =
0.9968. C y D: Transcurso de la
absorbancia in vivo de incubaciones
expuestas en forma paralela al mismo
patrén de pulsos del experimento
mostrado en A y B. Las longitudes de
onda usadas corresponden al maximo de
absorbancia de los principales pigmentos
fotosintéticos (430 nm: clorofila, 490 nm:
carotenoides, 565 nm: alloficocianina, 620
nm: ficoeritrina, 650 nm: ficocianina y
680 nm: clorofila) y la turbidez total de la
muestra (750 nm). La linea continua
corresponde al intervalo utilizado para el
calculo de Ila tasa de crecimiento
promedio, con los siguientes parametros:
C: 6.8:10% + 0.2:10% h'!; D: 5.7.10° +
0.3:103 h'; rango de r* = 0.97 — 0.99.
Las areas sombreadas representan el
periodo oscuro de 9 h.
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Los resultados presentados en este capitulo apoyan la hipétesis general de trabajo de la tesis y

permitieron determinar que la comunidad fitoplancténica altera su cinética de incorporacién de

fosfato frente a los incrementos temporales en la concentracion externa y que estos cambios

afectan la tasa de crecimiento de la comunidad fitoplanctdénica (objetivos especificos 2 y 5). El

valor umbral del fitoplancton fue menor o igual a 55 nM fosfato (rango = 7.1 — 55.0 nM fosfato)

previo a una alteracion significativa de las propiedades originales de incorporacion. Luego de la

alteracidn cinética provocada por los pulsos de fosfato, el valor umbral aumenté hasta tres érdenes
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de magnitud y permanecio estable por periodos mayores a 20 horas. Como fue mostrado en el
Capitulo 3, la adaptacion de la cinética se produjo de acuerdo al tiempo de exposicion del
fitoplancton al incremento de la concentracidon externa (tg). Una respuesta similar de adaptacion
dependiente del tiempo de exposicion al fosfato externo se determiné previamente con
monocultivos de Anacystis nidulans y Anabaena variabilis, en los cuales las suspensiones de células
diluidas removieron el [P.] agregado mas lento y por lo tanto modificaron la cinética de
incorporacion (Falkner et al. 1995, Wagner et al. 1995, Wagner et al. 2000, Falkner & Falkner
2003). En este sentido, la secuencia de pulsos de menor concentraciéon e intervalos de tiempo
cortos aplicados en este trabajo determind que no se alcanzara el valor umbral luego de cada
incremento de [32P.]. Esto implic6 que el fitoplancton experimentara una fluctuacién de la
concentracién externa con una tendencia ascendente neta y el fosfato externo permaneciera
elevado por un periodo de tiempo cercano a 5 horas. La respuesta cinética fue mayor cuando se
acentud la diferencia de [P.] de los pulsos aplicados a cada tratamiento. El principal factor que
pudo determinar este comportamiento fue que los organismos que mostraron un mayor Jp
alcanzaron el valor umbral luego del primer pulso, lo que disminuyo el tg en ca. 30 min. Esta
disminucion de la actividad de incorporacion ha sido tradicionalmente interpretada como la
regulacién de las tasas de incorporacion por la acumulacion intracelular del recurso debido a la
saturacion de la capacidad de incorporacién (ej.: Rhee & Gotham 1981, Riegman & Mur 1984,
Ducobu et al. 1998, Fu et al. 2005). En cambio, los resultados de la presente tesis muestran que el
fitoplancton reduce su velocidad y capacidad de incorporacion de fosfato previo a la saturacién por
acumulacién del recurso. En cada experimento en el que se produjo la adaptacion fisioldgica se
comprobd que la submuestra paralela pudiera mantener una mayor actividad de incorporacién del
fosfato externo, una vez que fueron sometidas a la misma concentracién de [32P.] total dosificada

en dos patrones de pulsos.

La persistencia a largo plazo del alto valor umbral encontrado en este estudio es paraddjica en el
contexto contemporaneo de la nocidon de organismos competidores por el recurso limitante;
particularmente, si se considera que esta respuesta se produjo lejos de colmar la capacidad del
fitoplancton de almacenar el nutriente. Esta evidencia experimental contradice la idea de exclusién
competitiva por agotamiento del recurso limitante como fuerza estructuradora de las comunidades
de fitoplancton en lagos, originalmente propuesta por Tilman (1982) y respaldada principalmente
por Sommer (1999). Contrariamente, el fendmeno observado en este estudio se debié a la
regulacién de los sistemas de incorporacion del fitoplancton deficiente por fosfato cuando es
sometido a pulsos previos del nutriente. La respuesta obtenida al final del proceso de remocion
muestra que la alteracion cinética es lograda de forma conjunta y uniforme por la comunidad de
fitoplancton (Aubriot et al. 2000, Wagner et al. 2000, Capitulo 3). Como se analizé en el Capitulo
3, el valor umbral representa el valor minimo posible para la incorporaciéon de fosfato. De existir
competencia, la concentracion externa hubiera descendido de forma escalonada con una tasa
correspondiente a la del mejor competidor y hasta alcanzar el mismo valor umbral previo al pulso
(Wagner et al. 2000, Capitulo 3). En algunos casos se observd una respuesta bifasica evidenciada
en puntos de aparente discontinuidad en la derivada primera del transcurso de la remocién de un
pulso de fosfato, lo que implicé un aumento de la incorporacion (Fig. 4-8 y 4-10). Este tipo de
respuesta se caracterizd por dos cinéticas de incorporacion con propiedades diferentes, la cual
ocurrié durante el transcurso de la remocidn de fosfato o luego de varias horas de haber alcanzado

el valor estacionario intermedio. Este comportamiento (mostrado en las Figuras 4-8 y 4-10) podria
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explicarse con dos hipdtesis: la primera sostiene que la cinética compleja resultante se debe al
comportamiento de incorporacion independiente entre las dos especies dominantes en el ambiente,
Planktothrix agardhii y Raphidiopsis mediterranea (comportamiento competitivo, similar al
simulado en la Figura 3-12A, Capitulo 3). En este caso, el tramo inicial de la curva de remocion
corresponderia a la actividad de remocién de ambas especies y el sector final sélo a la especie que
mantuvo un umbral mas bajo (ver Apéndice 2). Sin embargo, no se cumple lo esperado por el
modelo competitivo debido a que: primero, se hubiese observado una cinética escalonada también
en el transcurso del primer pulso (10 pM); segundo, a que en el siguiente pulso se observa una
tendencia a alcanzar un umbral mas alto que no se produjo previamente, y tercero, a que la
incorporacion se detiene a un umbral correspondiente al doble del anterior (Fig. 4-8, curva A/, B’ y
C’). En el caso paralelo S,, los mismos organismos muestran una tendencia a detener la
incorporacion a una concentracion mas alta (1.137 pM fosfato), pero la incorporacién continua
hasta una valor intermedio (0.503 uM fosfato). De haber existido competencia pura, la remocion
del fosfato en S, continuaria hasta alcanzar el valor umbral del pulso previo. Asimismo, si los
puntos previos y posteriores a la discontinuidad de la derivada correspondiesen a las propiedades
de incorporacion de al menos una de las especies dominantes, deberia haberse producido al mismo

nivel de concentracion e intervalo de tiempo en ambas curvas de remocion (S; y S,).

La segunda hipotesis propone que este transcurso bifasico de remocidén de fosfato externo se
debe a un desfasaje entre el estado “adaptable” y el “adaptado” de las dos poblaciones dominantes
de fitoplancton (P. agardhii y R. mediterranea). Esta hipdtesis se apoya en que los puntos de
discontinuidad ocurrieron a diferentes concentraciones y tiempos, debido a la tendencia de alcanzar
un valor umbral alto por una o ambas poblaciones. Este fendmeno reflejaria las propiedades
adaptativas de cada poblacidn, las que posiblemente puedan diferir un su rango de sensibilidad de
respuesta frente al estimulo externo (Apéndice 2). Esta segunda hipdtesis podria ser analizada
mediante al menos dos vias en futuros estudios: la aplicacion de un nuevo pulso de fosfato
posterior al comportamiento escalonado de incorporaciéon que resulte en una cinética uniforme de
remocion del nutriente, y/o a través de la obtencién de cepas aisladas de cada poblacion con
valores umbrales diferentes, tal que mezcladas en un mismo medio muestren un comportamiento
uniforme de incorporacién posterior a la cinética escalonada. Esta respuesta escalonada de
incorporacion también fue observada en monocultivos de A. variabilis, sugiriendo que dicho
comportamiento puede deberse al transcurso de la adaptacién cinética de la incorporacién de

fosfato dentro de la misma poblacién (G. Falkner, comunicacién personal).

En general, el resultado del transcurso de la adaptacidn cinética en este estudio y en el Capitulo
3 fue un nuevo estado uniforme de incorporacién, reflejada en la relacién lineal entre Jp y log [P.].
De acuerdo a lo previsto por el modelo adaptativo (Capitulo 3, Fig. 3-13), el tiempo de exposicidon
te a la concentracién externa elevada es la referencia externa que tienen las poblaciones para
modificar sus propiedades cinéticas. Por lo tanto, el proceso observado aqui consistiria en un
mutuo ajuste cinético y energético basado en los cambios que cada poblacion produjo en el medio.
De forma similar a lo observado en el Capitulo 3, esta interdependencia entre las poblaciones, la
comunidad y el ambiente constituiria un “sistema autorreferencial”, como fue propuesto por
Falkner et al. (1996). Podemos postular entonces que la cinética bifdsica de remocién de fosfato
externo pudo deberse a un desfasaje en la respuesta cinética adaptativa entre los componentes de

la comunidad.
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La capacidad de adaptar la incorporacion de fosfato a los incrementos ambientales de fosfato
previos resulté en un aumento del crecimiento fitoplanctdonico. Este resultado se determind tanto
en la absorbancia de los principales pigmentos fotosintéticos y la turbidez total, como en la mayor
concentracion de clorofila a. Esta evidencia directa es consistente con Wagner et al. (2000),
quienes determinaron que se produce un cambio en el flujo del carbono asimilado hacia
compuestos de bajo peso molecular, rapidamente disponibles para el proceso de crecimiento,
cuando cultivos de A. nidulans deficiente por fosfato son sometidos a pulsos del nutriente.
Usualmente se considera que la tasa de crecimiento algal es mayor cuanto mas polifosfato se haya
acumulado previamente (Droop 1973). Por lo tanto, la relacion de crecimiento de Droop,
originalmente propuesta para cultivos de crecimiento continuo, no seria extrapolable al crecimiento
de fitoplancton debido a que las condiciones naturales de suministro de fosfato en lagos se
asemejan a condiciones de crecimiento discontinuas (Wagner et al. 2000, Istvanovics et al. 2000).
En condiciones naturales existiria un desfasaje temporal entre el proceso de incorporacion y el
crecimiento. A dicha condicién ambiental fluctuante se le suma la capacidad de los organismos de
ajustar la cinética de incorporacion a los incrementos de fosfato, lo que resulta en una mayor
formacion de biomasa a expensas de una menor concentracion de polifosfato intracelular. Esta
aparente contradiccion, podria explicarse por la desventaja para el crecimiento que puede implicar
el almacenamiento excesivo del nutriente en granulos de polifosfato: por un lado, suficiente
nutriente debe ser incorporado durante cada pulso para mantener el crecimiento, y por otro, el
tamafo de los granulos de polifosfato no debe ser demasiado grande como para modificar las
estructuras celulares (Falkner et al. 2006) o provocar la precipitacion de las células a zonas menos
iluminadas de la columna de agua debido a su mayor densidad (Reynolds 1988). Estos problemas
estructurales podrian explicar la ausencia de crecimiento e incluso la disminucién final de la
biomasa del fitoplancton que alteré6 menos su cinética, lo que resultdé en la incorporacion de casi

dos veces el contenido de fosforo total de la muestra en menos de 1 hora (Fig. 4-10, curva A’).

Un mayor crecimiento a expensas de menos recursos podria explicarse por un incremento
significativo de la eficiencia de la conversién de energia durante el estado adaptado (Falkner et al.
1989, Falkner et al. 1994). Segun Falkner et al. (2006) existen tedéricamente dos estados estables
de los sistemas de conversién de energia con minima produccién de entropia: uno es en el valor
umbral, donde la fuerza impulsora del flujo desaparece, y el otro, cuando aumenta el grado de
acoplamiento entre el flujo de fosfato hacia le interior celular, la reaccién de la ATPasa, la
estequiometria H*/ATP y la ATPsintetaza. En este trabajo se determind que la region lineal entre
flujo y fuerza reflejo el grado de adaptacion cinética del fitoplancton. En general, la relacion lineal
fue caracteristica de las condiciones originales de incorporacion de fosfato en el lago (Aubriot et al.
2000, Capitulo 3). Frente a un incremento de fosfato externo, esta relacién lineal es alterada en
regiones lejanas al valor umbral y, de acuerdo a la intensidad de la respuesta, esta relacién tendié
a linealizarse a medida que se alcanzaron las nuevas propiedades cinéticas. Por lo tanto, la
capacidad de adaptarse rapidamente a los incrementos de fosfato, podria ser un factor decisivo
para el crecimiento fitoplancténico en general (Falkner et al. 1996). Esta ventaja fisioldgica
facilitaria la permanencia de poblaciones tipicamente persistentes bajo condiciones ambientales de

estrés nutricional.

Las nuevas propiedades cinéticas reflejaron los incrementos en la concentracién de fosfato
externo ocurridos 24 horas antes y concomitantemente, estas nuevas propiedades fueron

mantenidas durante la divisidon celular 45 horas después de iniciado el proceso (Fig. 4-12A). La
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diferencia en la intensidad y duracion del estimulo (pulsos) fue el desencadenador de la respuesta
del fitoplancton, la cual ocurrid con un desfasaje temporal. Esta secuencia de adaptaciones
cinéticas sugiere que debe existir un tipo de “monitoreo” del ambiente, mediante el cual los
microorganismos pueden responder posteriormente de forma coherente y energéticamente
favorable (Falkner et al. 1996, Falkner et al 2006). La propiedad de plantas y microalgas de
“almacenar” informacién de sefiales ambientales y que esta pueda ser “llamada” luego de un
intervalo de tiempo, es un tdpico de intensa investigacion (ej.: Thellier et al. 1982, Wagner et al.
1995, Falkner et al. 1996, Thellier et al. 2000, Falkner et al. 2006, Tafforeau et al. 2006). Los
resultados del presente trabajo muestran una gran sensibilidad del fitoplancton a las fluctuaciones
de fosfato. A partir de estos resultados, surge necesario profundizar en la respuesta adaptativa del
fitoplancton y conocer si la secuencia de las fluctuaciones de la concentracién de fosfato externo
puede ser traducida por los microorganismos como una sucesién de sefiales ambientales, capaces
de provocar modificaciones metabdlicas y del crecimiento de las comunidades fitoplanctdnicas. Esta
sensibilidad de la respuesta fue determinada recientemente con la cianobacteria A. variabilis, la
cual posee la capacidad de adaptarse de forma diferencial a un conjunto de pulsos cuando estan
ordenados en diferente secuencia (Falkner et al. 2006). Para profundizar en las respuestas
comunitarias se investigd en el Capitulo 5 si esta capacidad de adaptarse diferencialmente a
patrones de pulsos idénticos ordenados en secuencias diferentes es compartida por una comunidad

de fitoplancton, asi como su posible rol en la proliferacién algal.



Capitulo 5

La respuesta de la incorporacion de fosfato por fitoplancton es

sensible a la secuencia de pulsos del nutriente

Introduccion

El crecimiento y permanencia de fitoplancton en lagos ocurre a expensas de frecuentes
fluctuaciones extremas de la concentracion ambiental de fosfato. Bajo condiciones nutricionales
deficientes por el nutriente, estos incrementos son rapidamente incorporados hasta
concentraciones umbrales de rango nanomolar, en donde la incorporacion neta cesa por razones
energéticas (Falkner et al. 1989, Falkner et al. 1993). El fosfato incorporado es almacenado
mediante la polimerizacién y agregacién del nutriente en granulos osmoéticamente inertes (Kulaev
& Vagabov 1983), los que seran la fuente de fosforo para la proliferacion celular (Liss & Langen
1962). Usualmente se considera que la tasa de crecimiento es mayor cuanto mas polifosfato es
acumulado (Droop 1973). Sin embargo, no existen evidencias para suponer que la célula pueda
realizar un monitoreo del tamafio de la reserva, a efectos de fijar la tasa de crecimiento (Wagner et
al. 2000). Por esta razén, el almacenamiento de fosfato plantea un problema de regulacién: se
debe incorporar suficiente fosfato durante los incrementos externos transitorios para sustentar el
crecimiento constante, pero los granulos de polifosfato no deben ser demasiado grandes como para
distorsionar las estructuras celulares. Este problema puede resolverse a través de un tipo de
adaptacion fisioldgica (Begon et al. 1990) que permita regular la incorporacién de fosfato de forma
energéticamente favorable frente a los cambios en el suministro del nutriente (Falkner et al. 1996).
Asimismo, si estas propiedades cinéticas adaptables del sistema de incorporacion de fosfato se
relacionan con una mayor eficiencia en la utilizacién del recurso, podrian determinar procesos
celulares subsecuentes que resulten en una regulacion del crecimiento de los organismos (Wagner
et al. 2000).

Investigaciones con cultivos de una cianobacteria picoplancténica (Anacystis nidulans) y otra
filamentosa (Anabaena variabilis) determinaron que, bajo condiciones fluctuantes del suministro de
fosfato, los sistemas de incorporacion de estas cianobacterias modifican sus propiedades cinéticas
y energéticas independientemente de la cantidad de fosfato almacenado (Falkner et al. 1995,
Wagner et al. 1995, Falkner & Falkner 2003). Asimismo, un monitoreo del comportamiento de
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incorporacién de fosfato por comunidades naturales de fitoplancton dominadas por cianobacterias
en lagos revel6 cambios en las propiedades de incorporacion frente a las fluctuaciones en el
suministro del nutriente (Aubriot et al. 2000). En el Capitulo 3 se mostré que si una comunidad de
fitoplancton tiene suficiente tiempo para adaptarse cinéticamente a los cambios de la concentracion
externa provocados por toda la comunidad, las poblaciones desarrollan normalmente un
comportamiento uniforme con respecto a sus propiedades cinéticas de los sistemas de
incorporacion del nutriente. Las propiedades resultantes del proceso adaptativo de la cinética del
fitoplancton pueden perdurar por periodos prolongados y reflejan el patron de pulsos de fosfato
ocurridos en las 24 horas previas (Capitulo 4). Estas nuevas propiedades fisioldgicas resultan en un
mayor crecimiento fitoplanctonico, a pesar de que involucraron una menor acumulacion del
nutriente. Recientemente se demostré que la alteracion de la concentracidon externa de fosfato es
convertida por la cianobacteria A. variabilis en una sefal desencadenante del comportamiento
adaptativo, de tal forma que es capaz de discriminar entre dos patrones de pulsos (Falkner et al.
2006). En este capitulo se investigd si el fitoplancton deficiente por fosfato es capaz de adaptar la
cinética de incorporacion al orden en que se suceden los incrementos de fosfato. Este evento
podria reflejarse en el modo de acumulacion de las reservas de fosfato, asi como en la proliferacion
microalgal. Los resultados se discuten en relacion a la sensibilidad de la respuesta fisiologica del
fitoplancton frente a la ocurrencia de fluctuaciones de fosfato en el medio y al rol de la historia de
los eventos ambientales en la persistencia y la propagacion de los "estados adaptados" (Falkner &
Falkner 2003).

Materiales y métodos

Area de estudio

Las investigaciones sobre las alteraciones cinéticas de la incorporacion de fosfato por fitoplancton a
las fluctuaciones de fosfato se realizaron en el Lago Rodd, Parque Rodo, Montevideo, en junio de
2006 y de enero a marzo de 2007. Los antecedentes del Lago Rodd y sus principales caracteristicas
morfométricas, asi como la obtencién y procesamiento de las muestras, las mediciones in situ, las
determinaciones espectrofotométricas, el analisis cualitativo y cuantitativo de fitoplancton se

detallan en Materiales y Métodos del Capitulo 2.

Durante el periodo que comprende el presente estudio, el Lago Rodd se caracterizé por una
concentracion de PO, alta y variable (promedio = 1.18 + 1.02 yM PO,) en comparacién los valores
tipicamente no detectables del nutriente (Capitulo 2). El fésforo total (Pr) fue relativamente estable
(promedio = 6.15 = 1.9 yM), mientras que el nitrogeno total (N;) fue promedialmente menor a
datos previos (promedio = 157.2 £ 72.1 uM; rango = 56.5 — 262.8 uM). El nitrégeno inorganico
disuelto (NID) fue significativamente menor a los valores previos a 2006 (Capitulo 2) y fluctud
entre 1.3 — 33.2 uM, con valores predominantemente no detectables de nitrato (NO3) y nitrito. La
concentracion de amonio varié desde valores indetectables a valores altos (max. = 24.0 uM). Esta
disminucién de NID y aumento de PO, resultd en una relacidn estequiométrica N:P baja y muy
variable (relacion atémica NID:PO, = 9.3 + 9.8). La concentraciones minimas de clorofila a (Clo a)
durante el periodo de estudio fueron las menores de los Ultimos 5 afios, fluctuando entre 45.7 —
208.6 ug I'* (promedio = 109.0 + 43.8 ug Clo a I'}).
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Preincubacion de muestras de fitoplancton y determinacion del crecimiento

Debido a la baja relacidon NID:PQO, presente en el lago durante el periodo de estudio y para prevenir
una limitacién del crecimiento por N en las incubaciones de fitoplancton, se realizd una
preincubacién de la muestra original con NO;, excepto cuando se constatd disponibilidad del
nutriente. La muestra original se subdividid en 12 réplicas de 350 ml cada una, las que fueron
prefiltradas por una red de 80 um de malla e inmediatamente incubadas a una intensidad de luz de
150 ymol m2 s (fotoperiodo de 12 y 9 horas de luz y oscuridad, respectivamente) y mantenidas
en un bafio con termostato (25 + 0.5 ©C). Para prevenir la limitacion del crecimiento por
disminucion del CO, y la sedimentacion del fitoplancton, cada réplica fue constantemente
burbujeada con aire previamente mezclado con agua Milli-Q® (Millipore) y filtrado con filtros
estériles. Las réplicas fueron incubadas en botellas de cultivo esterilizadas (Simax - Rep. Checa).
De las 12 réplicas originales, 6 se incubaron sin la adicion de NOs, de las cuales tres fueron usadas
como control (C, sin adicidon de nutrientes) y tres se destinaron para la adicion posterior de fosfato
(+P); a las seis muestras restantes se les aplicd 250 yM KNO; (+N). Luego de 40 horas de iniciada
la preincubacién se aplicd el mismo tratamiento de pulsos de fosfato (K,HPO,) a las réplicas +P y
+N que el aplicado para la determinacién de la incorporacién de [32P] fosfato. A tres réplicas +N se
les aplico un pulso de concentracion alto y otro bajo (AB+N) y un pulso bajo y otro alto (BA+N) a
las restantes tres (el tratamiento inverso). Al tratamiento +P se le aplicé la misma concentracion
de fosfato que a BA+N. Los tratamientos aplicados y las determinaciones se esquematizan en la
Tabla 5-1.

Tabla 5-1. Descripcion temporal de la aplicacién de los tratamientos (*) y determinaciones analiticas (+)
realizadas durante las incubaciones (ver texto por abreviaciones).

tiempo (h) tratamiento determinaciones C +P AB+N BA+N
0 - inicio de incubacién -Cloa * * * *
(luz y temp.) - analisis de fitoplancton  + + + +
- pigmentos in vivo
- 250 uM KNOs * *
40 - pulso alto y bajo de - pigmentos in vivo * * *
[32P] PO, - incorporacién de PO, +

- analisis de fitoplancton
- polifosfatos

64 -Cloa + + + +
- pigmentos in vivo

90 - pigmentos in vivo + + + +

140 -Cloa + + + +

- pigmentos in vivo

El crecimiento se midié de acuerdo a lo detallado en el Capitulo 4. No se realizaron incubaciones

paralelas en los experimentos de incorporaciéon de [32P] que se muestran en la Figura 5-5 y 5-7B.

Determinacion de la incorporacion neta de fosfato

Las suspensiones de fitoplancton para la determinacién de la incorporacidén neta de [3?P] fosfato
provinieron del los tratamientos +P, AB+N y BA+N, de la muestra original del Lago Rodd. Luego de
40 horas del inicio de la preincubacidn se tomo una alicuota de 20 ml de cada una de las réplicas
+P, AB+N y BA+N, previo a la adicion de K,HPO, (ver cuadro explicativo). Las tres alicuotas
correspondientes a cada tratamiento se integraron en un volumen final de 60 ml para cada

tratamiento. Estos tratamientos fueron incubados con las mismas condiciones de luz y temperatura
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que las usadas para la preincubaciéon. Se agitaron suavemente con agitador magnético 30 min
antes de iniciar la adicién de [3?P] fosfato y durante el transcurso del experimento. El [3?P] fue
suministrado por PerkinElmer (370 MBq ml™!) y utilizado luego de la dilucién con fosfato no
radiactivo. Para excluir una respuesta fisioldgica al incremento externo de fosfato por la
acumulacién intracelular del recurso, el tratamiento consistid en la aplicacion de la misma
concentracién total de [32P.] a las tres submuestras integradas (AB+N, BA+N y +P), dosificada en
el mismo patrén de pulsos en orden inverso: un pulso de 3 uM seguido de 1 puM [3?P] fosfato a
AB+N y un pulso de 1 pM seguido de 3 uM [3?P] fosfato a BA+N. A la submuestra +P se aplicaron
las mismas concentraciones que a BA+N. Posteriormente se compard la cinética de incorporacion
de fosfato entre las submuestras luego del agregado de dos pulsos consecutivos de 2 uM [32P]
fosfato a cada una. Dependiendo de la actividad de incorporacién se siguid la remocién de [3?P,]
hasta el dia siguiente, si es indicado en las figuras correspondientes. La determinacién de la
incorporacion neta de fosfato por fitoplancton en dichas submuestras se realizd de acuerdo a lo

detallado en el Capitulo 2.

Analisis de la cinética de incorporacion

Se utilizd la relacion flujo-fuerza de Falkner et al. (1989) entre la tasa de incorporacion y la fuerza
impulsora de ese proceso para la determinacién del coeficiente de conductividad (L) y el valor
umbral de fosfato [P.]a como se muestra en el Capitulo 2. Para el analisis de la dependencia lineal
y no lineal de dicha relacidn se utilizd la expresion completa de la ecuacién de acuerdo a lo
detallado en el Capitulo 3. Asimismo, la determinacion de los valores umbrales medidos
experimentalmente ([P’.]a), el tiempo de exposicidn del fitoplancton al fosfato externo (tg), el
regraficado Thellier de los datos de incorporaciéon de fosfato (Thellier 1970) y la confianza del

método utilizado se detallan en el Capitulo 3.

Tincion de granulos de polifosfato

La tincidn de los granulos de polifosfato se realizé para microscopia optica con las incubaciones con
fosfato no radiactivo y luego de la incorporacién del fosfato aplicado. La alicuota que se utilizdé para
la tincién se obtuvo de la integracién de tres réplicas de cada tratamiento. Se utilizé basicamente el
método de Fuhs (1973). Se tomaron alicuotas de 10 ml de cada una de las réplicas de los
tratamientos y se integraron en 30 ml. Posteriormente se centrifugaron y el subnadante se fijé con
una solucién 2.5% Glutaraldehido con buffer HEPES-KOH a pH 7.6. Luego de lavado del
fitoplancton con agua Milli-Q, se impregnaron con Pb(NOs3) a pH 3.5 (buffer acetato-acido acético)
por 20 min. Las muestras fueron lavadas nuevamente y expuestas a una solucion incolora vy
saturada con Na,S en NH; (25%) por 2 min. Para visualizar los granulos de polifosfato se usé

campo claro en un microscopio éptico Olympus a 1000 aumentos (Olympus, Tokio, Japon).

Resultados

Respuesta cinética de la incorporacion de fosfato al orden de la secuencia de pulsos

Para determinar si la secuencia de pulsos previos de fosfato produce alteraciones cinéticas y
energéticas en la incorporacion de fosfato, se aplicaron pulsos altos y bajos a dos submuestras de

fitoplancton, pero en orden inverso: una submuestra fue expuesta a un pulso de fosfato alto y otro
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Figura 5-1. Transcurso de la incorporacion neta de [3?P] fosfato en tres submuestras de fitoplancton (AB+N:
circulos blancos, BA+N: circulos negros y +P: cuadrados grises) incubadas a partir de la misma muestra original
obtenida del Lago Rodd. La preincubacion consistid en el agregado de 250 uM KNO3 a AB+N y BA+N, 41 horas
antes de la aplicacién de [32P] que se muestra en la figura. El tratamiento +P no recibid adicién de KNOs. Se
muestra la remocidn de 1 pulso de 3 UM seguido de otro pulso de 1 uM por AB+N y 1 pulso de 1 uM mas otro de
3 UM a BA+N. Posteriormente se aplicaron 2 pulsos de 2 uM a cada tratamiento +N. Se muestra la remocion de
fosfato luego de la adicion de 1 uM a +P (debido a la baja tasa inicial de incorporacion no se prosiguié con los
siguientes pulsos). Las curvas continuas representan el mejor ajuste computado con la relacion lineal de flujo-
fuerza en el primer pulso y no lineal en los subsiguientes. Los parametros de los ajustes se muestran en la tabla
5-2.

Tabla 5-2. Parametros del ajuste de las curvas de remocion de fosfato de la figura 5-1, en dos submuestras de
fitoplancton AB+N y BA+N de incubaciones +N de fitoplancton proveniente del Lago Rodd. Lp: coeficiente de
conductividad; L: coeficiente de conductividad de la ecuacidén no lineal; [Pe]a: concentracion umbral esperada *
ICoo%; mM: exponente entero >1 del término no lineal de la relacién flujo—fuerza; n: nimero de alicuotas
incluidas en el ajuste; r?: coeficiente de determinacion.

submuestra pulso Lp L [Pela m n r?
(MM min) (UM min) (uM)
AB+N 1 19.1-1073 - 0.026 £ 0.130 - 8 0.9982
2 15.8-107 0.5-10°3 0.044 £+ 0.018 3 0.9997
3 9.3-10°3 0.5-10° 0.090 £ 0.053 3 0.9993
4 5.2-107 1.5-103 0.493 £ 0.068 5 12 0.9979
BA+N 1 25.7-1073 - 0.024 £ 0.044 - 0.9978
2 18.3-107 0.5-10° 0.039 £+ 0.029 3 0.9999
3 12.2-1073 0.6-1073 0.070 £ 0.159 3 0.9939
4 5.3-107 1.2-103 0.341 £ 0.069 5 11 0.9988

bajo (AB), mientras que la otra recibié los mismos pulsos en orden inverso (BA). El experimento de
la Figura 5-1 muestra la remocion de fosfato por dos submuestras provenientes de la preincubacion
con NOs (+N) de la muestra original tomada del lago Rod6 (ver Materiales y métodos). Una tercera
submuestra se mantuvo bajo las mismas condiciones sin adicion de NOs (+P). A partir de entonces,
se aplicaron dos pulsos de 3 uM y 1uM [32P] fosfato a la submuestra AB+N, mientras que en la
submuestra BA+N se aplicaron en orden inverso. Una vez alcanzado el valor umbral por ambas

submuestras, se aplicaron dos pulsos consecutivos de 2 uM [32P] fosfato para comparar la cinética
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Figura 5-2. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacion de fosfato (Jp) en el logaritmo de la
concentracion externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la figura 5-1, para los
tratamientos AB+N (A) y BA+N (B). Circulos: primer pulso, cuadrados: segundo pulso, triangulos: tercer pulso
y rombo: cuarto pulso. La linea punteada representa la extrapolacion del término lineal calculado con los
mismos parametros de la ecuacién ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado en umol P; (mg Clo @ h)™ y el log
[Pe] es expresado relativo a la unidad estandar de concentracion (M).

de incorporacion del nutriente. El fitoplancton duplicé el contenido de fésforo total (Pr) de la
muestra una vez que se incorporaron los pulsos aplicados. La biomasa de fitoplancton en el
momento del experimento fue 413.7 + 24.4 ug Clo a I't y 430.8 + 39.7 ug Clo a I'}, en la
submuestra AB+N y BA+N respectivamente. El Bt de fitoplancton de las incubaciones AB+N vy
BA+N, respectivamente, a 83.9 y 86.6% a cianobacterias (46.9 y 57.3% Planktothrix agardhii;
24.2 y 13.8% Planktolyngbya sp.; 6.2 y 5.6% Raphidiopsis mediterranea; 6.0 y 9.7% Anabaena
sp. y 0.6 y 0.2 Microcystis sp.), 7.1 y 8.8% a dinoflagelados, 5.6 y 0.0% a criptofitas, 2.5y 1.4% a
crisofitas, 0.7 y 2.0% a clorfitas (Monoraphidium sp. y Scenedesmus sp.) y 0.3 y 1.2% a
diatomeas (Synedra sp.). La Clo a de submuestra +P fue cuatro veces inferior (102.9 £ 19.0 pg
Clo a I'') respecto de AB+N y BA+N. Las concentraciones umbrales de fosfato luego de la
aplicacién de los pulsos en orden invertido fueron esencialmente las mismas en ambas
submuestras (solapamiento de los ICqgs,, Tabla 5-2). Los coeficientes de conductividad Ly durante
el primer pulso aplicado a cada submuestra fueron significativamente diferentes (GLM-ANCOVA,
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p«0.01, Fig. 5-1, Tabla 5-2). Estas diferencias en Lp entre las submuestras se reflejaron en el t
acumulado durante los dos primeros pulsos (tg = 854 y 67.0 min, AB+N y BA+N,
respectivamente). Esta diferencia entre los tratamientos se acentué en el siguiente pulso
comparativo de 2 uM fosfato, aunque sin diferencias significativas de [P.]a (Tabla 5-2). El [P.]a s€
incremento significativamente en ambos tratamientos luego del cuarto pulso (Tabla 5-2), con el
mayor valor umbral determinado en el fitoplancton que recibié primero la concentracion alta de
fosfato (AB+N). La remocion del primer pulso de fosfato por el fitoplancton del tratamiento +P (sin
adicion de NO3) se mantuvo durante ca. 12 horas. El grafico Thellier del flujo Jp vs log [P.] obtenido
de la Figura 5-1 muestra la disminucién de Jp entre el primer y segundo pulso en AB+N (12.7 y 8.4
pmol P; (mg Clo a h)™!, primer y segundo pulso, respectivamente) (Fig. 5-2A). En contraste, el
fitoplancton en BA+N mantuvo aproximadamente el mismo Jp entre ambos pulsos iniciales (13.2 y
14.1 ymol P; (mg Clo a h)™! primer y segundo pulso, respectivamente) (Fig. 5-2B). Se observé una
pérdida de la linealidad a partir del segundo pulso, la cual tendié a linealizarse en los pulsos
consecutivos. Esta tendencia a la linealizacion fue mas pronunciada en la submuestra que recibio el

primer pulso alto (AB+N, Fig. 5-2A).

Para determinar si se produce una mayor respuesta cinética se analizd un caso similar al
anterior, pero con una mayor diferencia en el tg acumulado en los dos primeros pulsos entre las
submuestras (AB+N y BA+N). Se sometié una muestra del Lago Rodd a la misma preincubacion
con NO; y al mismo patrén de pulsos de [3?P] fosfato que los aplicados en el experimento de la
Figura 5-1 (Fig. 5-3). En este caso, la concentracién de Clo a fue menor que en el experimento
anterior (Clo @ = 277.3 £ 3.4 yg I y 280.2 + 14.0 pg I't, AB+N y BA+N respectivamente). El Bt
de las incubaciones AB+N y BA+N de fitoplancton correspondié respectivamente: 91.0 y 89.4% a
cianobacterias (82.0 y 82.3% P. agardhii; 7.6 y 5.1% Anabaena sp.; 1.8 y 0.0% Planktolyngbya
sp.; 0.1 y 2.0% R. mediterranea), 6.6 y 0.7% a diatomeas (Synedra sp.), 2.1 y 2.5% a clorfitas
(Monoraphidium sp. y Scenedesmus sp.), 0.0 y 4.1% a criptofitas, 0.0 y 2.5% a criséfitas, y 0.3 y
0.7% a dinoflagelados. El tratamiento +P tuvo una concentracién de Clo a menor (143.1 + 12.3 ug
I"YY y una baja tasa de incorporacién (<1.0 nM min™!), respecto de AB+N y BA+N. La velocidad de
remocién del [3?P.] del pulso inicial fue levemente menor al caso previo en ambos tratamientos
(Tabla 5-3); sin embargo, las concentraciones umbrales fueron mayores en el tratamiento AB+N
luego de cada pulso. Las mayores diferencias en Lp, con respecto al caso anterior, entre las
submuestras (GLM-ANCOVA, p«0.01, Tabla 5-3) determinaron un mayor tg acumulado durante los
dos primeros pulsos (tg = 91.9 y 66.1 min AB+N y BA+N, respectivamente) (Fig. 5-2).
Conjuntamente con un aumento del valor umbral se determind una progresiva diferencia en Lp, la
cual resulté dos veces inferior en AB+N con respecto a BA+N, luego del ultimo pulso. Esta
diferencia determind que [P.] permaneciera elevada por un mayor periodo de tiempo (Fig. 5-3) y
que la remocién del nutriente se detuviera a un mayor valor umbral (Tabla 5-3). El grafico Thellier
del flujo Jp vs log [P.] obtenido de la Figura 5-3 muestra la disminucién de ], entre el primer y
segundo pulso en S; (17.9 y 13.4 pmol P, (mg Clo a h)™!, primer y segundo pulso,
respectivamente) (Fig. 5-4A). En contraste, y de forma similar al caso previo, el fitoplancton en S,
mantuvo aproximadamente el mismo J, entre ambos pulsos iniciales (19.8 y 19.5 ymol P; (mg Clo
a h)™! primer y segundo pulso, respectivamente) (Fig. 5-4B).
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Figura 5-3. Transcurso de la incorporaciéon neta de [32P] fosfato en tres submuestras de fitoplancton (BA+N:
circulos negros, AB+N: circulos blancos y +P: cuadrados grises) incubadas a partir de la misma muestra
original obtenida del Lago Rodé. La preincubacidn consistio en el agregado de 250 uM KNO3; a BA+N y AB+N,
41 horas antes de la aplicacién de [*?P] que se muestra en la gréfica. El tratamiento +P no recibié adicién de
KNOs. Se muestra la remocion de 1 pulso de 1 UM seguido de otro pulso de 3 UM por BA+N y 1 pulso de 3 uM
mas otro de 1 yM a AB+N. Posteriormente se aplicaron 2 pulsos de 2 UM a cada tratamiento +N. Se muestra
la remocién de fosfato luego de la adicidn de 1 uM a +P (linea punteada representa la regresion lineal, r? =
0.97). Las curvas continuas representan el mejor ajuste computado con la relacién lineal de flujo-fuerza en el
primer pulso y no lineal en los subsiguientes. Los parametros de los ajustes se muestran en la Tabla 5-3.

Tabla 5-3. Parametros del ajuste de las curvas de remocion de fosfato en dos submuestras de fitoplancton
AB+N y BA+N mostrados en la Figura 5-3. Lp: coeficiente de conductividad; L: coeficiente de conductividad de
la ecuacion no lineal; [Pe]a: concentracion umbral esperada + ICyg,; m: exponente entero >1 del término no
lineal de la relacién flujo—fuerza; n: numero de alicuotas incluidas en el ajuste; r?: coeficiente de

determinacion.

submuestra pulso Lp L [Pela m n r?
(UM min™) (UM min™) (UM)
AB+N 1 18.8-10°3 - 0.035 * 0.065 - 8 0.9995
2 19.1-107 0.2-10°? 0.049 + 0.012 3 8 0.9999
3 9.6-1073 0.5-10°3 0.080 = 0.057 3 11 0.9992
4 0.8-10°3 1.0-107 0.184 + 0.133 3 10 0.9969
BA+N 1 21.2-107 - 0.014 £+ 0.004 - 8 1.0000
2 18.9-10°3 - 0.024 + 0.131 - 8 0.9977
3 10.8-10°3 0.5-107 0.048 + 0.060 3 11 0.9992
4 2.1-10°3 1.0-107 0.103 + 0.088 3 10 0.9986

Se investigd el alcance y la persistencia de los cambios energéticos y cinéticos a largo plazo con
una muestra del Lago Rodé (Clo a = 107.8 * 4.4 ug I'!). En este caso el fitoplancton presentd
deficiencia moderada por fosfato, por lo cual no fue necesario preincubar la muestra con NOs. El By
de la comunidad de fitoplancton correspondié 97.2% a cianobacterias (82.0% P. agardhii; 14.1%
R. mediterranea; 0.6% Limnothrix sp.; 0.5% Planktolyngbya sp. y 0.1 % Anabaena sp.), 1.2% a
diatomeas (Aulacoceira granulata) y 1% a criptofitas y dinoflagelados. Debido a la menor biomasa
fitoplanctonica y a la deficiencia moderada por fosfato, se aplicaron pulsos de menor concentracion

que en los casos anteriores. Se aplicé un pulso de 1 uM y 0.5 uM [3?P] fosfato a la submuestra AB y
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Figura 5-4. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacidon de fosfato (Jr) en el logaritmo de la
concentracién externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 5-3, para los
tratamientos AB+N (A) y BA+N (B). Circulos: primer pulso, cuadrados: segundo pulso, triangulos: tercer pulso
y rombo: cuarto pulso. La linea punteada representa la extrapolacién del término lineal calculado con los
mismos pardmetros de la ecuacidn ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado en pmol P; (mg Clo a h) ' y el log
[P.] es expresado relativo a la unidad estandar de concentracion (M).

en forma inversa a la BA (Fig. 5-5). La remocién de ambos pulsos de [32P] persistié por mas de 12
horas. A las 24 horas de iniciado el proceso, se determind que ambas submuestras alcanzaron la
misma concentracion umbral ([P'c]a = 0.074 uM, AB y BA). El fitoplancton de AB removio el primer
pulso agregado con un Lp correspondiente a la mitad del de BA (GLM-ANCOVA, p«0.01, Fig. 5-6).
Esta diferencia entre Ly se incrementd a cinco veces en la siguiente adicion (GLM-ANCOVA, p«0.01,
Tabla 5-4). La diferencia en Lp contribuyd a obtener marcadas diferencias en tg: la submuestra AB
tuvo 217 min mas tg que BA (te = 720 min y 503 min, AB y BA, respectivamente). Posteriormente
al tiempo 24 h se aplicé un pulso de 0.2 uM [*?P] fosfato a ambas submuestras para comparar la
cinética de incorporacién. La submuestra AB detuvo la incorporacion inmediatamente a un valor
alto (AB: [Pe]n = 0.185 pM [*?P] fosfato, ICgqy, = * 0.043 pM), mientras que BA mantuvo la
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Figura 5-5. Transcurso de la incorporacién neta de [3?P] fosfato en dos submuestras de fitoplancton (AB:
circulos blancos y BA: circulos negros) obtenidas del Lago Rodd. La grafica muestra la remocién de 1 pulso de
1 UM seguido de otro pulso de 0.5 uM por AB y 1 pulso de 0.5 uM mas otro de 1 UM a BA. Posteriormente se
aplico 1 pulso de 0.2 uM a cada submuestra. Las curvas continuas representan el mejor ajuste computado con
la relacion no lineal de flujo-fuerza en los primeros y segundos pulsos y lineal en los terceros. Los parametros
de los ajustes se muestran en la Tabla 5-4.

Tabla 5-4. Parametros del ajuste de las curvas de remocion de fosfato por dos submuestras de fitoplancton AB
y BA mostrados en la Figura 5-5. Lp: coeficiente de conductividad; L: coeficiente de conductividad de la
ecuacion no lineal; [Pe]a: concentracion umbral esperada; m: exponente entero >1 del término no lineal de la
relacién flujo—fuerza; n: nimero de alicuotas incluidas en el ajuste; r*: coeficiente de determinacién.

submuestra pulso Lp L [Pela m n r?
(UM min) (MM min™) (uM)

AB+N 1 0.90-107 1.5-10° 0.020 5 15 0.9994
2 0.12-107 0.1-10°3 0.057 5 13 0.9997

5.64-107 - 0.186 - 9 0.8220

BA+N 1 1.85-107 0.1-10°3 0.011 3 15 0.9969
2 0.54-107 0.1-10°3 0.076 5 13 0.9932

3.75-107 - 0.089 - 10 0.9990

incorporacion hasta alcanzar un valor aproximado al determinado previo al pulso (BA: [P.]a =
0.089 uM [32P] fosfato, ICgqy, = * 0.006 pM) (Fig. 5-5). La relacién entre Jp y log [Pe] fue
aproximada a la linealidad en el primer pulso de BA, mientras en AB abarcé un menor rango de
concentracion (Fig. 5-6). La regidn lineal disminuyo en los siguientes pulsos y se reestablecié luego
de 24 horas.

En la Figura 5-7 se muestran dos experimentos con fitoplancton del Lago Rodd preincubados con
N, en los cuales no se obtuvo diferencias en las cinéticas de incorporacion de fosfato entre los
tratamientos de pulsos altos y bajos aplicados en forma invertida, AB+N y BA+N (solapamiento del
I1Cqyq9,, datos no mostrados). En el primer caso (Fig. 5-7A), el pulso de mayor concentracién (2 pM
fosfato) fue removido por el fitoplancton en un tiempo cercano a 40 min y el pulso menor se
subdividié en varios de rango nanomolar (6 pulsos de 100 nM fosfato). Estos pulsos bajos de

fosfato fueron aplicados a un intervalo de tiempo tal que, cada incremento fue incorporado previo a
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Figura 5-6. Grafico Thellier de la dependencia del flujo de incorporacién de fosfato (Jp) en el logaritmo de la
concentracién externa [P.], obtenido de los transcursos de tiempo del experimento de la Figura 5-5, para los
tratamientos AB (simbolos blancos) y BA (simbolos negros). La linea punteada representa la extrapolacion del
término lineal calculado con los mismos parametros de la ecuacion ajustada. El flujo neto (Jp) estd expresado
en pymol P; (mg Clo a h)™' y el log [P.] es expresado relativo a la unidad estdndar de concentracién (M).

la siguiente adicion. En estos casos, los pulsos subsiguientes de igual concentracién inicial
mostraron esencialmente los mismos valores umbrales entre AB+N y BA+N ([P'.Jn = 0.107 +
0.013 pM y 0.097 = 0.009 pM, AB+N y BA+N respectivamente) (Fig. 5-7A). Se observo una
convergencia de las respuestas al aumentar las concentraciones umbrales en ambos tratamientos
cuando la secuencia de pulsos bajos (5 pulsos de 0.25 uM) fue realizada a un intervalo de tiempo
menor que el caso anterior (Fig. 5-7B). De esta forma, cada adicion de fosfato no fue
completamente incorporada antes de recibir la siguiente. En este caso, ambos tratamientos
convergieron en valores umbrales mas altos ([P'e]a = 0.272 + 0.043 uM y 0.302 + 0.018 uM,
AB+N y BA+N respectivamente).

Los experimentos presentados en este capitulo mostraron que, cuando se aplica una secuencia
de pulsos de fosfato a submuestras de fitoplancton en dos modalidades, un pulso de concentracién
alta y otro menor a una submuestra y a la otra los mismos pulsos pero en orden inverso, se
producen alteraciones cinéticas y energéticas de la incorporacion de fosfato. El experimento de la
Figura 5-3 mostré mayores diferencias en Lp y [P.]n que el experimento de la Figura 5-1. La
diferencia de tg entre las submuestras durante los pulsos inversos fue mayor en el experimento de
la Figura 5-3 (18.4 y 25.8 min, experimentos de las Figuras 5-1 y 5-3, respectivamente). El
experimento de la Figura 5-5 mostré que, bajo una deficiencia moderada del fitoplancton por
fosfato, la tasa baja de remocion de concentraciones de fosfato menores pueden resultar en
mayores diferencias de tg (217 min) y que estos cambios cinéticos pueden ser persistentes por mas

de 24 horas. Cuando los pulsos de fosfato de concentracién menor se aplicaron de forma espaciada
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Figura 5-7. Transcurso de la incorporacion neta de [3?P] fosfato en dos muestras de fitoplancton del Lago Rodé.
A: Remocién de 1 pulso de 2 UM seguido de 6 pulsos de 0.1 uM por la submuestra AB (circulos blancos) y la
secuencia inversa de pulsos aplicados a BA (circulos negros). Posteriormente se aplicaron 2 pulsos de 1.5 UM a
cada submuestra. B: Remocion de 1 pulso de 2.5 uM seguido de 5 pulsos de 0.25 uM por la submuestra AB
(circulos blancos) y la secuencia inversa de pulsos aplicados a BA (circulos negros). Posteriormente se aplicaron
2 pulsos de 2.0 yM a cada submuestra.

o a intervalos cortos, no se observaron diferencias en el comportamiento de incorporacién entre las
submuestras (AB y BA) (Fig. 5-7).

Efecto de la secuencia de pulsos en la formacion de polifosfato

La Figura 5-8 muestra la formacién de polifosfato (PP) en filamentos de cianobacteria deficiente por
fosfato tomadas del Lago Rodo. La determinaciéon de PP se realizé6 30 min después de la adicidon de
10 uM fosfato. Se observa que, bajo estas condiciones experimentales, la acumulacion de PP puede
ocupar un importante volumen del citoplasma. Se realizd la tincién de granulos de PP en
submuestras paralelas al experimento que se muestra en la Figura 5-5. Estas submuestras fueron
expuestas al mismo patréon de pulsos que en dicho experimento, pero utilizando fosfato no
radiactivo. La tincién se realizd luego de 28 horas de iniciado el experimento y una vez finalizado el
proceso de incorporacion. La Figura 5-9 muestra seis microfotografias de una submuestra control
(C), a la cual no se le aplicaron pulsos de fosfato. En esta submuestra no se observd presencia de
granulos oscuros caracteristicos. La tincidn fue positiva en la submuestra BA, la cual recibié 0.5 pM
y 1 uM fosfato (Fig. 5-10). La formacion de granulos en filamentos de Planktothrix agardhii se
caracterizd por un conjunto de puntos en la zona central del filamento (Fig. 5-10B, F y G),
mientras que en la diatomea Aulacoseira granulata se observé un menor nimero de granulos de PP

pero de mayor tamafio (Fig. 5-10C y D).
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El didametro de los granulos en los filamentos de las cianobacterias fue de 0.1 — 0.5 pm, mientras
que en la diatomea fue sensiblemente mayor (2 — 3 um de didmetro). La submuestra que recibid
primero el pulso de mayor concentracion y que incrementd el valor umbral al final del tratamiento
(AB), mostré una menor presencia de PP que en las mismas especies registradas en BA y en

algunos casos la ausencia de los mismos (Fig. 5-11).

Efecto de la secuencia de pulsos en el crecimiento

Se determinaron diferencias significativas en el crecimiento de fitoplancton en el experimento que
mostrd la mayor alteracién de la cinética de incorporacién de fosfato (ver Fig. 5-3). La Figura 5-12
muestra el transcurso de la absorbancia in vivo de los principales pigmentos fotosintéticos y
turbidez, en incubaciones expuestas en forma paralela al mismo patron de pulsos del experimento
de la Figura 5-3 usando fosfato no radiactivo. Se observé una marcada diferencia en el crecimiento
de las muestras tratadas con NO5; (+N) en comparacion con C y +P durante todo el transcurso del
experimento. Se determinaron diferencias en las tasas de crecimiento a partir de la aplicacién del
tratamiento con la secuencia de pulsos invertidos (>53 h), las que fueron significativamente
mayores en AB+N (p<0.05 KW) (Tabla 5-5). El incremento en BA+N alcanzé el estado estacionario
luego de 100 h en las absorbancias mayores a 650 nm (Fig. 5-12). Debido a que AB+N mantuvo
un incremento relativamente constante, las absorbancias finales determinadas en todas las
longitudes de onda fueron significativamente mayores que las de BA+N (p<0.05 KW, AB+N) (Fig.
5-12). La extracciéon de Clo a del fitoplancton muestra una duplicacién de la biomasa para los
tratamientos +N con respecto a C y +P a las 70 horas, sin observarse diferencias entre las
incubaciones AB+N y BA+N, como tampoco entre C y +P (Fig. 5-13). El mayor crecimiento en las
incubaciones AB+N se confirmé al tiempo 142 h, el cual fue significativamente mayor que el de las
respectivas BA+N (p<0.05 KW). Este aumento fue de ca. 15 % (51.0 ug Clo a I'}).

Fo , ; 3 ;
f T 30 . - %
i ”. I ':'G : X ’ ’\ - "
_ll...' Fi I's Eﬂ 5 | 3 &
ﬂ"‘i s O 4 i
.n-;..‘_w‘; m ‘T_ ! 3
L 5 ‘-' [ '-'"
g 'f ¥ o : "&
i ".l‘.1,|.r - %
1._..:. i
- ., 5
. 5 x
3 i
‘ 3 ‘.I. =

Fig. 5-8. Formacion de granulos de polifosfato por fitoplancton deficiente por fosfato obtenido del Lago Rodd
(puntos oscuros intracelulares). La tincion se realizd 30 min luego de la aplicacion de 10 puM fosfato. A:
Planktothrix agardhii (pa) y Raphidiopsis mediterranea (rm), B: P. agardhii. La escala esta expresada en
micrometros.
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Figura 5-9. Micrografias dpticas de fitoplancton tratado con el procedimiento de tincién de polifosfato y sin la
aplicacién de pulsos de fosfato (control) proveniente del experimento mostrado en la Figura 5-5. La tincién se
realizo a 28 horas de iniciada la incubacién. A: Anabaena sp.; B, C y D: Planktothrix agardhii; E y F: Aulacoceira

granulata. Las barras horizontales representan 5 pm.
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Figura 5-10. Micrografias Opticas de fitoplancton tratado con el procedimiento de tincion de polifosfato
proveniente del experimento mostrado en la Figura 5-5 y correspondiente a la submuestra BA (t = 28 h). La
tincién se realizé luego de la aplicacidon de tres pulsos de fosfato: 0.5 uM, 1 uM y 0.2 uM fosfato. A, B, E, F:
Planktothrix agardhii; C y D: Aulacoceira granulata. Las flechas indican la presencia de granulos de polifosfato.

Las barras horizontales representan 5 pm.
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Figura 5-11. Micrografias Opticas de fitoplancton tratado con el procedimiento de tincion de polifosfato
proveniente del experimento mostrado en la Figura 5-5 y correspondiente a la submuestra AB (t = 28 h). La
tincién se realizdé luego de la aplicacidon de tres pulsos de fosfato: 1, 0.5 y 0.2 uM fosfato. A: Aulacoceira
granulata y Planktothrix agardhii; B, C, D, E, F: Planktothrix agardhii. Las flechas indican la presencia de
granulos de polifosfato. Las barras horizontales representan 5 pm.
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Figura 5-12. Transcurso de la absorbancia in vivo de los principales pigmentos fotosintéticos y turbidez, de
incubaciones expuestas en forma paralela al mismo patréon de pulsos del experimento mostrado en la Figura 5-
3. Circulos negros: control; circulos blancos: tratamiento con fosfato +P; cuadrados negros: preincubacion con
NOs y un pulso bajo y alto de fosfato BA+N; cuadrados blancos: preincubaciéon con NOsz y un pulso alto y bajo
de fosfato AB+N. A los dos ultimos tratamientos se les agregé dos pulsos consecutivos de igual concentracion
(ver detalles en el texto). Los simbolos y las barras de error representan la media y el desvio estandar de tres
incubaciones independientes, respectivamente.
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Tabla 5-5. Tasas de crecimiento expresada como el incremento de las absorbancias de fitoplancton in vivo a
partir de t = 75 h de las incubaciones de la Figura 5-12. Clo: clorofila, Car: carotenoides, Fce: ficoeritrina, Fca:
ficocianina, Alo: Aloficocianina, Trb: turbidez. C: control; +P: tratamiento con fosfato; BA+N: preincubacion
con NOs y un pulso bajo y alto de fosfato; AB+N: preincubacion con NOs y un pulso alto y bajo de fosfato.

Pigmento y
Absorbancia C +P BA+N AB+N
(nm) (10 h) (10 h™) (10 hY) (10 h™)
Cloaso 1.85 1.24 0.97 3.41
Carago 2.66 1.30 1.33 4.72
Fceses 2.39 1.84 1.52 4.88
Fcaezo 2.76 2.34 2.10 4.63
Alosso 3.29 2.29 3.48 6.04
Closso 3.86 2.67 4.85 7.93
Trbyso 4.56 1.84 6.13 9.11
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Figura 5-13. Comparacion del transcurso del incremento de la concentracion de clorofila a (Clo a) en las
mismas incubaciones que se muestran en la Figura 5-12. INI: concentracidn inicial; C: control; +P:
tratamiento con fosfato; BA+N: preincubaciéon con NOs y un pulso bajo y alto de fosfato; AB+N: preincubacion
con NOs y un pulso alto y bajo de fosfato. Las tasas de crecimiento entre t = 70 y 142 h fueron: C = 0.51 ug
Cloah?; +P = 0.48 ug Clo a h''; BA+N = 0.37 ug Clo a h*; AB+N = 1.11 ug Clo a h''. Las barras verticales y
las barras de error representan la media y el desvio estandar de tres incubaciones independientes,
respectivamente.
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En el experimento que se determind una menor respuesta del fitoplancton a la secuencia de
pulsos inversos, no se determinaron diferencias significativas en el crecimiento entre los
tratamientos AB+N y BA+N. En el experimento de la Figura 5-1 se observaron diferencias no
significativas entre las incubaciones +N al final del experimento (p > 0.05) (t: 160 h). Estos
valores medios de Clo a fueron levemente mayores en AB+N (Clo a = 250.1 £ 63.0 y 220.0 £ 67.0
pug I't, AB+N y BA+N respectivamente). Cuando las concertaciones aplicadas y los intervalos de
exposicion al fosfato produjeron respuestas estables e iguales (Fig. 5-7A), el efecto en el
crecimiento fue también equivalente. La concentracién de Clo a a las 72 y 142 horas de iniciada la
incubacién fue levemente mayor en AB+N aunque no significativa (Clo a 142 h = 931.4 + 108.9 ug
Iy 870.7 £ 92.8 ug I't, en AB+N y BA+N respectivamente).

Discusion

Sensibilidad de la respuesta al orden de la sucesion de pulsos de fosfato

En el presente trabajo se mostré que el fitoplancton es capaz de adaptar sus propiedades cinéticas
de incorporacion de fosfato a la secuencia en que se suceden los incrementos previos de la
concentracion externa de fosfato. Esta respuesta de la cinética muestra la complejidad del
comportamiento de incorporacion, particularmente si se considera que los incrementos a los que el
fitoplancton estuvo expuesto fueron idénticos. Entonces, la secuencia temporal de los pulsos
origind la correspondiente diferencia en el comportamiento cinético subsiguiente. La Unica
informacién disponible al respecto, es un estudio que demostré recientemente la respuesta
adaptativa de la cianobacteria filamentosa Anabaena variabilis a una secuencia similar de
incrementos de fosfato (Falkner et al. 2006). En este estudio, el fendmeno mostrado se deberia a
que el fitoplancton modificé sus propiedades de incorporacion durante el transcurso de la remocidn
del primer pulso alto de fosfato externo, evidenciado en la disminucién inicial de Jp. Estas nuevas
propiedades constituyeron el estado inicial a partir del cual se produjo la adaptacién cinética
subsiguiente. Esta respuesta fue interpretada como un “reconocimiento” de pulsos (Falkner et al.
2006), el cual requeriria de algun tipo de almacenamiento y transferencia de esta informacién,
para determinar el tipo de adaptacién cinética a las alteraciones ambientales siguientes. Para que
exista esta transferencia de informacion desde el ambiente al organismo, un cambio en el ambiente
debe causar un cambio en la estructura y/o fisiologia del organismo, segun Bateson (2000). Esta
propiedad transferible de los estados adaptados de la cinética, de un pulso de fosfato al siguiente,
puede explicar la amplificacion de la respuesta observada en este estudio y en los capitulos
anteriores (ej. Capitulo 3, Fig. 3-8; Capitulo 4). Asimismo, estas nuevas propiedades cinéticas
fueron mantenidas por el fitoplancton luego de 24 horas de ocurrida la fluctuacidon externa. Al igual
que lo mostrado en el Capitulo 4 de la presente tesis, el estado adaptado de la cinética fue
mantenido luego de iniciado el crecimiento celular. Por lo tanto, la combinacién de resultados en
cultivos de A. variabilis y las evidencias con fitoplancton natural presentadas en este trabajo,
permite postular que la transferencia de las adaptaciones cinéticas del comportamiento de
incorporaciéon es una propiedad caracteristica del fitoplancton dominado por cianobacterias.
Entonces, las propiedades cinéticas de incorporacién de fosfato por la comunidad de fitoplancton

reflejan la historia reciente de las fluctuaciones del nutriente en el ambiente.
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La principal respuesta de la cinética consistid en la disminucidn progresiva de Jp y del coeficiente
de conductividad L, en el fitoplancton que experimentd primero el pulso de mayor concentracion.
Esta respuesta se amplific6 a medida que se aplicaron nuevos pulsos. Aunque se determind un
incremento significativo del valor umbral, éste fue menos considerable que en los experimentos
con diferentes patrones de concentraciones externas (Capitulo 3 y 4). El fitoplancton que recibid la
secuencia inversa de pulsos también modificé su cinética, pero en menor medida. En general, el
modo de incorporacion durante el primer pulso mantuvo una relacion lineal entre Jp y el log [Pe].
En estos casos, los sistemas de incorporacién funcionan con propiedades que les permiten adquirir
el nutriente con eficiencia éptima a la concentracién externa prevaleciente (Falkner et al. 1994).
Como se describié en los capitulos anteriores de esta tesis, el modo eficiente de operacion del
sistema es caracterizado por la extensién del rango de validez de la proporcionalidad entre la tasa
de incorporacion y la fuerza impulsora de este proceso (Thellier 1970, Stucki 1980, Stucki et al.
1983, Falkner et al. 1993). Los resultados mostraron que la disminucidn de L, fue acompafada de
una disminucién de la regidn lineal, a la vez que el fitoplancton que inicid6 antes este proceso,
mostré una pérdida mas temprana de dicha extensién de la linealidad. A un mayor tiempo de
exposicion tg, el modo de incorporacion tendié a linealizarse (o a presentar una relacion menos no
lineal) en el dltimo pulso (Fig. 5-2A y 5-4A). En los tratamientos paralelos en los que el tg fue
menor, se pudo observar el inicio del proceso de adaptacion cinética (Fig. 5-5) con una pérdida de
la linealidad al final de la aplicacion de los pulsos. Una vez que se alcanzaron las nuevas
propiedades lineales de incorporacion, ésta persisti6 por mas de 24 horas. Entonces, puede
postularse que la relacion no lineal observada es un estado transitorio o “estado adaptativo” de los
sistemas de incorporacién del fitoplancton, el cual es el resultado de una alteracién del “estado
adaptado” precedente y que deriva en un nuevo estado adaptado con nuevas propiedades cinéticas
(Plaetzer et al. 2005, Falkner et al. 2006). Cabe destacar que este proceso es el resultado del
comportamiento de incorporaciéon de un ensamblaje de poblaciones microalgales, cuya complejidad
en su composicidn e historia nutricional dista considerablemente de un cultivo monoespecifico bajo
condiciones éptimas de crecimiento. Este comportamiento se refleja en las mediciones realizadas
de la incorporacion de fosfato por fitoplancton en el Lago Rodd, en condiciones experimentales que
no alteraron significativamente su cinética original, resultaron invariablemente en un modo lineal
(Aubriot et al. 2000, Capitulo 3 y 4). La mayoria de los casos presentados en este estudio
mostraron una desviacion de la linealidad como respuesta cinética a una fluctuacién externa
persistente. Por otro lado, los tiempos de exposicion menores producidos por los pulsos iniciales
resultaron en propiedades lineales de incorporacidon e incluso estables, una vez repetida la
aplicacién. Entonces, podemos especular que las concentraciones aplicadas en los pulsos fueron
superiores (primer caso) o inferiores (segundo ejemplo) a las ocurridas previamente en el
ambiente, dando lugar a las propiedades cinéticas prevalecientes. La profundizacién del estudio en
dicha respuesta cinética lineal y no lineal permitird conocer si es posible reflejar de forma directa
las fluctuaciones ambientales a las que estuvo expuesto el fitoplancton en un lago y asi monitorear
las entradas difusas de fosfato, las que no pueden ser detectadas por otras aproximaciones

experimentales.

Incidencia de la adaptacion cinética en el crecimiento y la acumulacion de polifosfato

En este trabajo se mostré que la adaptacion cinética a la secuencia temporal de pulsos de fosfato

externo se asocidé con un mayor crecimiento fitoplanctonico. El fitoplancton que modificd su
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cinética rapidamente, de acuerdo a la fluctuacién externa, pudo producir una mayor biomasa final
a expensas de una menor cantidad de fosfato almacenado (Capitulo 4 y Fig. 5-12). En contraste,
el fitoplancton que mantuvo una mayor tasa de incorporacion (Jp) alcanzé primero el estado
estacionario de crecimiento (Fig. 5-12). Este resultado muestra el grado de recoordinacion que
ocurre durante la transicion del modo adaptativo de operacidon al estado adaptado, en el cual las
propiedades cinéticas del sistema de incorporacién dependiente de la energia es recoordinado con
la conversién energética general de la célula (Falkner et al. 1996). Esta recoordinacién metabdlica
incluye cambios en el flujo del carbono asimilado hacia compuestos de reserva rapidamente
disponibles para sustentar un mayor crecimiento (Wagner et al. 2000). Como fue expuesto
previamente (Capitulo 4), estos resultados muestran una relacion mas compleja entre la
asimilacién de fosfato y el crecimiento que la expresada por Droop (1973). En este sentido,
especulamos que la capacidad de adaptar rapidamente la cinética de incorporacion de fosfato a la
fluctuacién externa del nutriente, debe ser una propiedad de los organismos que explique la
presencia de poblaciones de cianobacteria tipicamente persistentes en ecosistemas acuaticos.
Asimismo, las especies agrupadas en asociaciones funcionales caracteristicas del fitoplancton
(Reynolds 1997, Kruk et al. 2002) podrian compartir los rangos de sensibilidad de la respuesta
cinética para un mismo estimulo, cuya elucidacién podria aportar nueva informacidon que permita

profundizar en las propiedades fisioldgicas que facilitan dichas agrupaciones.

El modelo de Droop postula que la tasa de crecimiento algal serd mayor cuanto mas polifosfato
se haya acumulado previamente. Sin embargo, Istvanovics et al. (2000) mostraron una clara
desviacion del crecimiento de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii de la relacion de
Droop, cuando se cultivd bajo la adicion de pulsos de fosfato. La adaptacion de la cinética del
fitoplancton en este estudio ocurrié dentro del mismo rango micromolar de concentracién de
fosfato en el que ocurre la adaptacién de A. variabilis, lo que se asocié a su gran capacidad de
almacenamiento de fosfato (Falkner & Falkner 2003). Sin embargo, la cantidad y el tamafio de los
granulos de polifosfato no deberian exceder ciertos limites, de lo contrario podrian distorsionar el
funcionamiento y estructuras celulares. En este trabajo se observd la formacion generalizada de
pequenos granulos de PP, o pocos de gran tamafio, en el fitoplancton que mantuvo una mayor
actividad de incorporacién de los pulsos externos (Fig. 5-10C, D, E y F). Sin embargo, fue
practicamente indetectable la presencia de granulos de PP en el fitoplancton que experimentd una
mayor adaptacién cinética. La ausencia de granulos de PP se ha observado en C. raciborskii bajo
modalidades de crecimiento continuo (Istvanovics et al. 2000). Esta discrepancia podria explicarse
por una posible diferencia en los grados de condensacidon del PP (Rhee 1973). Debido a esta
aparente plasticidad en la formacidn de las reservas de fosfato, asi como a las desventajas de la
acumulacidon excesiva del nutriente y su efecto relativamente negativo en el crecimiento, la
clasificacién de especies de fitoplancton en estrategias por acumulacién (sensu Sommer 1989) y su
aparente ventaja ecoldgica (ej.: Ducobu et al. 1998, Istvanovics et al. 2000, Mateo et al. 2006),
requiere de revision en el contexto de la capacidad adaptable de la cinética de incorporaciéon de
fosfato por el fitoplancton presentada en esta tesis. Se postula que las ventajas para el crecimiento
fitoplanctonico dependen de la capacidad de optimizacién energética de la incorporacidn del fosfato
externo y la resultante regulacién del volumen final de las reservas. La disminucion del flujo de
fosfato podria estar asociada a una posible menor condensacion del PP resultante y por lo tanto, a
una mejor disponibilidad de las reservas intracelulares del nutriente para el inicio del crecimiento.

Cabe esperar que existan diferencias en los rangos de adaptabilidad entre algunos grupos
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fitoplanctonicos y en la optimizacion del uso de las reservas que pueda explicar la persistencia y
asociacion de algunas especies. La elucidacién de estas relaciones interespecificas requiere de
futuros estudios que contemplen un seguimiento del crecimiento especifico y el transcurso de la
formacion, condensacién y utilizacion de las reservas, una vez alcanzado el estado adaptado de la

cinética de incorporacion de fosfato.
Propagacion y amplificacion de la respuesta cinética

En este trabajo, la propiedad del nuevo estado adaptado de la cinética o “comportamiento lineal”
(Falkner et al. 2006) del fitoplancton fue mantenida durante periodos en los cuales no se
produjeron nuevos incrementos de la concentracidon externa. Estos periodos involucran procesos de
reconstruccion celular, como la sintesis diferencial de pigmentos fotosintéticos previo al crecimiento
para sustentar energéticamente a la division celular (Aubriot 2000). Por lo tanto, esta informacion
(entendida en los términos de Bateson 2000) sobre las fluctuaciones previas seria transferida
durante varias generaciones (Falkner & Falkner 2003, Falkner et al. 2006). Durante este
transcurso, el comportamiento lineal refleja las condiciones de crecimiento precedentes. Como la
adaptacion cinética requiere de un cierto tiempo de exposicion al fosfato externo (tg), se hipotetiza
gue el transcurso de la incorporacién de fosfato determina la posibilidad de que se produzcan
varios pasos de ajustes cinéticos durante la remocion del nutriente. Cada ajuste cinético constituira
la linea de base del siguiente, origindndose asi la propagacion de la respuesta adaptativa en los
sucesivos incrementos ambientales. Por esta razodn, el transcurso de la remociéon conjunta de
fosfato por la comunidad seria decisivo para la transferencia de informacién de un pulso al
siguiente (Falkner et al. 2006).

Este proceso de acumulacién de los ajustes cinéticos podria explicar como es posible la
discriminaciéon entre patrones de pulsos de forma tal que resulten en respuestas fisioldgicas
disimiles. Para simular este proceso se utilizd el modelo Plaetzer et al. (2005), modificado para
analizar el comportamiento adaptativo de la comunidad de fitoplancton (Capitulo 3). La
modificacion tuvo por objeto lograr la conexién de los metabolismos de tres especies
fitoplancténicas al mismo recurso externo, donde L, refleja la tasa de remocion relativa a la
biomasa y los valores umbrales son inversamente proporcionales al ApH de la membrana tilacoide
(ver Apéndice 1 por mas detalles). Para simular el proceso de ajustes cinéticos a los incrementos
de concentracion externa se utilizaron las ramificaciones condicionales (Plaetzer et al. 2005)
aplicadas al caso de tres especies coexistentes (Capitulo 3), con la siguiente precondicién: si la
concentracion externa es mayor al ATP hidrolizado, cambia el gradiente de pH de la membrana
tilacoide (ApH); si el [P.] es menor, se mantienen las propiedades anteriores mas activas (estado
inicial). Se simuld la remocién de fosfato por una comunidad bajo dos modalidades de pulsos
externos: alto-bajo (AB) y viceversa (BA). En este caso, los valores de ApH resultantes del
transcurso de la remocién de cada pulso fueron utilizados como los pardmetros iniciales para el
calculo de la cinética de remocion del pulso siguiente (Fig. 5-14A). En la simulacién del primer
pulso, el fitoplancton que recibié la concentracion baja mantuvo las propiedades originales de
incorporacion, mientras que durante la remocion del pulso mayor se produjo un cambio de
propiedades en el punto de discontinuidad en la pendiente de la curva. El proceso de incorporacion
resultante fue destacablemente similar a las respuestas observadas en los experimentos con
fitoplancton, debido a la progresiva reduccién de la actividad de incorporacion. La formaciéon de PP

muestra como en el caso BA, las tres especies adquieren una mayor proporcidén de reservas que en
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Figura 5-14. A: Simulacidn del transcurso de la remocidn de fosfato del medio externo por una comunidad de
fitoplancton compuesta de tres especies, de acuerdo al Apéndice 1: spl, representada con una biomasa
dominante (73%), sp2, con una biomasa intermedia (24.5%) y sp3, representada con la menor biomasa
(2.5%). Esta comunidad hipotética fue expuesta a dos modalidades de pulsos externos: AB: un pulso de 3 uM
seguido por uno de 1 uM (linea continua) y BA: viceversa (linea punteada). Los dos pulsos siguientes son
idénticos a efectos comparativos. Los parametros iniciales fueron iguales en ambos casos: spl, 2 y 3: ApH =
4.0, ramificacion condicional es a t = 120 u.t. (unidades de tiempo) luego de cada pulso, tal que: es tiempo
<120 u.t.? > si: usar valores iniciales, no: es [P.] > a los moles de ATP hidrolizado por moles de PO,
activamente trasportado a través de la membrana celular? - si: usar nuevos ApH, no: usar ApH iniciales.
Parametros nuevos: ApH: spl = 3.55, sp2 = 3.65, sp3 = 3.70. [Pc]a resultante = 26 nM y 10 nM, AB y BA
respectivamente. Siguientes parametros para spl, sp2 y sp3 en AB, segundo pulso: ApH inicial = 3.59, ApH
resultante = 3.22, [P.]a resultante = 60 nM; tercer pulso: ApH inicial = 3.22, ApH resultante = 2.89, [Pe]a
resultante = 129 nM; cuarto pulso: ApH inicial = 2.89, ApH resultante = 2.59, [P.]a resultante = 257 nM.
Siguientes parametros para spl, sp2 y sp3 en BA, segundo pulso: ApH inicial = 4, ApH nuevos: spl = 3.55,
sp2 = 3.65, sp3 = 3.70, [Pe]a resultante = 26 nM; tercer pulso: ApH inicial = 3.59, ApH resultante = 3.22, [Pe]a
resultante = 60 nM; cuarto pulso: ApH inicial = 3.22, ApH resultante = 2.89, [P.]a resultante = 129 nM. B:
Transcurso de la formacion de polifosfato intracelular (PP) en cada especie durante la remocidn de fosfato en A,
para el caso AB (linea continua) y BA (linea punteada).

AB (Fig. 5-14B). De no ocurrir la transferencia de las propiedades cinéticas de un pulso al
siguiente, debido a una alta velocidad de remocién del nutriente, se habrian alcanzado valores
umbrales similares al del pulso inicial, como pudo determinarse experimentalmente (Fig. 5-7A).
Entonces, las respuestas adaptativas de la cinética constituyen una “linea de base” desde donde se
construyen las nuevas propiedades cinéticas, las cuales se generan de forma autorreferencial a
partir de los cambios de la concentracion externa causados por la actividad de la propia comunidad
(Falkner et al. 1996, Aubriot. et al. 2000, Wagner et al. 2000).

Las dos manifestaciones del comportamiento cinético de incorporacién de fosfato, “estado
adaptado” y “modo adaptativo” (Plaetzer et al. 2005), podrian ser reminiscentes de un fendmeno

primitivo de “memoria”, el cual ha sido tradicionalmente estudiado en plantas superiores y
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recientemente en cianobacterias (Thellier et al. 1982, 2000, 2004, Falkner & Falkner 2003, Falkner
et al. 2006, Tafforeau et al. 2006). Tafforeau et al. (2006) demostraron que la informacién de un
tratamiento asimétrico en plantulas de Bidens pilosa es “almacenada” (funcion STO) y puede ser
posteriormente “llamada” (funcién RCL): las plantulas respondieron a una sefial ambiental A (STO:
pinchazos en un cotiledén) en combinacién con un estimulo desencadenante B (RCL: corte del
brote terminal), el que produce un efecto inhibitorio asimétrico en el crecimiento de los brotes.
Cuando la sefial A es desfasada temporalmente con el desencadenante B, también se produce la
respuesta en el crecimiento asimétrico de las estructuras (Tafforeau et al. 2006). Analogamente,
Falkner et al. (2006) plantearon que un pulso persistente provoca un estado adaptado con nuevas
propiedades cinéticas (STO), las cuales son mantenidas por un periodo prolongado (>24 h, en
nuestro estudio) y pueden ser medidas durante la remocién de un pulso de menor concentracion
(RCL) o amplificadas con un nuevo estimulo. Asimismo, esta informacién almacenada durante los
pulsos aplicados se manifestd 90 horas después en las diferencias de crecimiento del fitoplancton.
Aparentemente, este tipo de "“memoria” es una capacidad extendida debido a que ocurre tanto en
autétrofos superiores como en unicelulares o filamentosos, asi como a nivel de especie o en
ensamblajes de poblaciones fitoplancténicas. Este fendmeno podria jugar un rol esencial en el
desarrollo y coexistencia de poblaciones de fitoplancton, cuya interdependencia necesita ser

esclarecida en estudios futuros.
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Discusion general y conclusiones

Cambios en la deficiencia por fosfato del fitoplancton

La primera pregunta que abordo esta tesis fue conocer la relacidon de la deficiencia por fosfato de la
comunidad de fitoplancton con la variacién de la concentracion de nutrientes en el Lago Rodé
(Capitulo 2). La variacion de la deficiencia por fosfato del fitoplancton, reflejada en la magnitud de
[Pc]a ¥ Lp, mostréo una asociacion relativamente baja con la relacion elemental NID:PO, en el
referido sistema (objetivo especifico 1). Sin embargo, la relacién elemental NID:PO, reflejé en
términos generales el estado nutricional del fitoplancton en los rangos extremos, aunque se
observé una importante dispersién de los valores intermedios proximos a la relacién de Redfield,
optima para el crecimiento fitoplancténico (16N:1P) (Fig. 2-6). La inconsistencia de los valores
intermedios para estimar la deficiencia por fosfato se puede explicar por dos hechos: primero, la
alta velocidad a la cual ocurre el proceso de remocién del fosfato del agua determina que, bajo
condiciones de deficiencia del nutriente, una concentracién equivalente a dos veces el contenido de
P; sea incorporada en menos de una hora, para valores de clorofila promedio en el Lago Rodo (ej.:
5.5 uM h'). Esta alta dindmica imposibilita relacionar la concentracién de fosfato en el agua con la
estimacion de la disponibilidad del nutriente para el fitoplancton. En segundo lugar, las
concentraciones ambientales de fosfato en sistemas limitados por el nutriente pueden alcanzar
valores pico-nanomolares (Falkner & Falkner 1989, Cotner et al. 1997, Aubriot et al. 2000, Hudson
et al. 2000). Dada la actividad de incorporacién mantenida por la alta biomasa de fitoplancton
presente en el Lago Rodd, es esperable que la concentracion externa de PO, sea la misma que la
de los umbrales fisiolégicos de la comunidad. En esas condiciones, el método colorimétrico
sobrestima al menos entre 64-70% la concentracion externa de fosfato determinada por el
método radioquimico (Fig. 2-7). Otros estudios postulan, mediante estimaciones matematicas, que
las concentraciones de fosfato en sistemas oligotréficos continentales y oceanicos pueden llegar a
ser picomolares (Hudson et al. 2000, Hudson & Taylor 2005). En el presente estudio, la menor
concentracion de PO, determinada en el Lago Rodé fue significativamente inferior a las reportadas
por Cotner et al. (1997) en el mar de Sargasos. Estas bajas concentraciones de fosfato externo

revelan una gran eficiencia de las comunidades de fitoplancton para obtener el recurso limitante
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del crecimiento, particularmente si se considera el estado hipereutréfico del lago estudiado. Se
puede concluir que la inconsistencia de la relacion de Redfield en los valores intermedios, como
estimador de las condiciones nutricionales del ambiente, se debe a las cortas escalas temporales
del proceso de incorporacion y al rango de concentracidon nanomolar a la que normalmente ocurren
los cambios del valor umbral. Las grandes desviaciones de la relacion de Redfield no permiten
usarla como indicador de la historia nutricional del fitoplancton. Para ello se requiere de una
aproximacion experimental basada en la simulacion de incrementos externos de fosfato y su
relacion directa con las respuestas fisioldgicas a corto plazo de la comunidad de fitoplancton
(Falkner & Falkner 2000).

Flexibilidad de las propiedades cinéticas de incorporacion de fosfato

La siguiente pregunta planteada en esta tesis fue conocer si la comunidad de fitoplancton posee la
propiedad de alterar la cinética de incorporacion de fosfato de acuerdo a los pulsos externos del
nutriente, como ocurre, bajo qué condiciones y cuales pueden ser sus implicancias ecoldgicas
(Objetivo especifico 2, Capitulo 3). Los resultados presentados en esta tesis muestran la primera
evidencia directa de la capacidad de la comunidad de fitoplancton de alterar la cinética de
incorporacion de fosfato mediante el aumento del valor umbral, no dependiendo este incremento
de forma directa de la cantidad de fosfato almacenado. Este comportamiento cinético adaptativo
fue demostrado previamente en cultivos de la cianobacteria unicelular Anacystis nidulans (Falkner
et al. 1995, Wagner et al 1995, Wagner et al. 2000) y de la filamentosa Anabaena variabilis
(Falkner & Falkner 2003, Falkner et al. 2006). En lagos, este tipo de respuesta cinética fue utilizada
para interpretar las variaciones temporales de los pardmetros cinéticos y energéticos del
fitoplancton de acuerdo a los aportes de fosfato (Aubriot et al. 2000). Los resultados de la presente
tesis apoyan la segunda hipdtesis que surge de Aubriot (2000), a saber: “los cambios cinéticos y
energéticos reflejan una propiedad fisioldgica de la comunidad, mediante la cual los organismos se
adaptan de forma energéticamente favorable a los incrementos de la concentracién de fosfato, de
forma tal que cada organismo modifica su actividad de incorporaciéon de modo coherente, mediante
la obtencion de un valor umbral comun y estable” (Aubriot et al. 2000) (ver Introduccién, Capitulo
3). Estos eventos adaptativos fueron catalogados en A. nidulans y A. variabilis como “estados
adaptados” o lineales y *modos de operacion adaptable” o no lineales (Falkner et al. 2000, 2006,
Plaetzer et al. 2005). Los primeros surgen de un proceso adaptable previo y resultan en un estado
estable intermediario, el cual puede ser descrito con parametros objetivos a partir de estudios con
condiciones experimentales definidas (Falkner et al. 2006), como por ejemplo en lagos (Istvanovics
& Herodek 1995, Aubriot et al. 2000, Capitulo 2). En el presente trabajo, el comportamiento
adaptativo de la cinética de incorporacién de fosfato ocurrié generalmente en dos etapas: primero,
se produjo una reduccién del coeficiente de conductividad (Lp) durante la transicion hacia el estado
adaptado, mientras que el valor umbral permanecié relativamente constante. En una segunda
etapa, el fitoplancton aumenté el valor umbral de fosfato concomitantemente con un nuevo ajuste
de Lp, frente a un nuevo estimulo externo. En la mayoria de los casos estudiados, este nuevo valor
de L, resultdé mayor al precedente, aunque de menor magnitud que el resultante de la condicidon
inicial. A pesar del aumento de Lp, la tasa de incorporacién (Jp) fue sucesivamente menor o igual al
flujo del pulso precedente, a medida que se produjeron nuevos incrementos de [Pe],
frecuentemente debido al concomitante aumento de [P.]Ja. En este trabajo se obtuvieron

respuestas cinéticas diferentes entre experimentos utilizando la misma concentracién de fosfato,
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por lo que ésta no seria el factor desencadenante de la alteracion. El tiempo de exposicidon de los
organismos a una concentracion elevada de fosfato sobre el valor umbral (tg) fue el principal factor
gue se asocid con el incremento del valor umbral. Si la incorporacidn ocurre rapido, por ejemplo en
un tg menor a 50 min (ver Fig. 3-1, 3-3, 3-6, 3-8 y 3-12), el proceso adaptativo no se producira. A
su vez, la magnitud de tg dependera de la tasa de remocidén del incremento de fosfato externo
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Figura 6-1. A: Relacidn entre el incremento relativo del valor umbral ([Pe]afin/[Pelaini, Valor umbral final e inicial,
respectivamente) en funcién del tiempo de exposicidon de los organismos a una concentracion elevada de
fosfato sobre el valor umbral (tg) determinado en todos los experimentos (la linea punteada corresponde a la
regresion lineal de todos los datos: r?> = 0.40, n = 61 y la linea continua al intervalo de confianza de 95%) (rs
= 0.78, p<0.0001, RS). B: Relacion entre [Pelafin/[Pelaini €n funcion de la concentracion total de los pulsos de
fosfato aplicados en cada experimento ([Pelr) (rs = 0.08, p=0.55, n = 61).

(Falkner et al. 1996). Debido a este factor, se obtuvieron respuestas opuestas bajo similares
condiciones experimentales (ver Fig. 3-6 y 3-8). En el Capitulo 3 se propuso la hipotesis que asocia
a la respuesta adaptativa con el tiempo de exposicién del fitoplancton a la concentracion de fosfato

externo sobre el valor umbral.

Para validar esta hipodtesis se analizaron los incrementos relativos del valor umbral, expresado
como la relacion entre el [P.]a final y el inicial, contra los tg acumulados de todos los experimentos
realizados en la presente tesis (Fig. 6-1). El incremento relativo del valor umbral mostré una
correlacion altamente significativa con tg para el total de los experimentos (rs = 0.78, p<0.0001)
(Fig. 6-1A) y no significativa con el [P.] total aplicado ([P.]t) (rs = 0.04, p = 0.74) (Fig. 6-1B). En
general, la distribucion de los datos muestra que el valor umbral puede permanecer incambiado o
aumentar hasta mas de seis veces con un tg aproximadamente igual o menor a 150 min. A partir
de tg ca. 150 min, se observa Unicamente un aumento de los valores umbrales, desde 2.4 a 48
veces el valor inicial (Fig. 6-1A). La dispersion de los datos se podria explicar, al menos en parte,
por variaciones en la sensibilidad de respuesta del fitoplancton a los pulsos aplicados debido a la
condicidon nutricional prevaleciente previo a los muestreos, asociada a su vez con la historia
reciente de incrementos naturales del nutriente en el lago (Aubriot et al. 2000). Un tiempo de
exposicion tg necesario sera suficiente para permitir una disminucion en el grado de acoplamiento

entre el proceso de incorporacion y la fuente de energia requerida para esa reacciéon (Wagner et al.
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1995, Falkner et al. 1996). Estudios de laboratorio apoyan esta interpretacion, demostrando que
una cepa mutante de A. nidulans (Synechococcus sp. PCC 7942) carente de una proteina del
sistema de alta afinidad de incorporaciéon de fosfato, no posee la capacidad de adaptarse a los
incrementos en la concentracion del nutriente (Falkner et al. 1998). En un ambiente en el cual
ocurren incrementos intermitentes y por periodos cortos en la concentracion externa de fosfato
sobre el valor umbral, pareceria Util para los organismos poder incorporar el nutriente a una alta
tasa. Sin embargo, si la concentracidn externa excede el valor umbral por un tiempo prolongado,
debido a un aumento significativo de la concentracién o a una sucesion de incrementos, los
sistemas de incorporacion pueden ajustar transitoriamente su actividad de forma energéticamente
mas eficiente en relacidén con la nueva condicion de crecimiento, de forma tal que la asimilacion del

fosfato satisface los requerimientos del crecimiento (Wagner et al. 2000, Plaetzer et al. 2005).

En un estudio previo se mostré que las curvas de remocion de fosfato por las comunidades de
fitoplancton se ajustan destacablemente bien a la relacidén lineal de flujo-fuerza (Aubriot et al.
2000). En el presente estudio, cuando se incrementd la concentracién externa a rangos
micromolares, de forma tal que provocé un cambio adaptativo, generalmente se observd una
desviacién normalmente pequefia de la linealidad (ej.: Fig. 3-11). De acuerdo a la intensidad del
estimulo, esta relacion no lineal fue mas pronunciada durante el transcurso de la adaptacion y
tendié a linealizarse a medida que se consolidaron las nuevas propiedades de incorporacion.
Contrariamente, el fitoplancton que mantuvo sus propiedades relativamente constantes frente al
primer estimulo mostré una mayor aproximacion inicial a la linealidad y tendid a alejarse de ésta
en los pulsos sucesivos. La relacion flujo-fuerza se ajustd destacablemente bien a las curvas de
remocion de fosfato, tanto en su formulacién lineal en los estados adaptados, como no lineal en los
estados adaptables, mostrando que en la amplia mayoria de los casos es posible describir el
fendmeno mediante el mismo tipo de formulacién cuantitativa (objetivo especifico 3). Sin embargo,
hubo un numero reducido de excepciones que seran discutidos mas adelante. El tiempo de
exposicién tg fue el principal factor desencadenante de la respuesta cinética, el cual resumié un
conjunto de eventos que involucraron la magnitud de los cambios de la concentracidon externa de
fosfato y la persistencia de estos incrementos en el medio acuatico, esta ultima influida por la

actividad de incorporacion de la propia comunidad de fitoplancton.

Importancia ecologica de la respuesta cinética a las fluctuaciones de fosfato

Los resultados del presente estudio (Capitulo 3) contradicen el concepto de exclusiéon competitiva
por el agotamiento del recurso por dos aspectos empiricos: primero, por la existencia de valores
umbrales variables en el ambiente, y segundo, porque la adaptaciéon cinética implica que un
ensamblaje de poblaciones deficientes por fosfato pueden alcanzar un estado en el cual incorporan
menos nutriente limitante del que potencialmente pueden acumular. Asimismo, los valores
umbrales altos y persistentes alcanzados en este estudio muestran que la alteracién energética
comprendié a toda la comunidad de fitoplancton (Aubriot et al. 2000, Wagner et al. 2000). Aubriot
et al. (2000) y Wagner et al. (2000) proponen dos evidencias empiricas que apoyan esta hipotesis:
primero, si una comunidad esta constituida por organismos con diferentes valores umbrales, las
células deberian evitar el reflujo del fosfato almacenado cuando la concentracidon externa del
nutriente disminuye por debajo de su valor umbral. De no ser asi, se producird una transferencia
de fosfato hacia los organismos con el valor umbral mas bajo (Wagner et al. 2000) y por lo tanto la

cinética resultante deberia ser mas compleja y no podria ajustarse a la ecuacidon semilogaritmica
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simple empleada (Aubriot et al. 2000). Segundo, si una porcion de la comunidad no adapta su
cinética de acuerdo al incremento externo del nutriente mediante el aumento del valor umbral, la
concentracién retornara finalmente hasta el valor inicial previo al estimulo. Por esta razén, el valor
umbral siempre representaria el minimo valor alcanzable por un conjunto de organismos y no un

promedio estadistico de los umbrales de las especies presentes (Wagner et al. 2000).

El andlisis de la incorporacidon de fosfato mediante la modificacién del modelo uniespecifico de
Plaetzer et al. (2005) mostré ser una herramienta adecuada para simular algunos escenarios
posibles sobre el modo de incorporacidn de al menos tres especies coexistentes, y para evaluar la
persistencia del valor umbral posterior a la adaptacion (objetivo especifico 3). Este modelo fue
modificado en la presente tesis a través de la programacion en el lenguaje de PSpice (OrCAD) para
representar una comunidad hipotética a través de la conexion de los metabolismos de tres especies
al mismo recurso externo (ver Capitulo 1: Consideraciones teoricas y Apéndice 1, por mas detalles)
(Fig. 3-12). En un primer caso, se simuld la capacidad de cada especie de alcanzar valores
umbrales diferentes (spl: alto, sp2: medio, sp3: bajo), resultando en una cinética de incorporacion
compleja en la cual se alcanzé finalmente un valor umbral minimo correspondiente a sp3 (Fig. 3-
12A). Sp3 excluyd a corto plazo a las especies coexistentes debido a la constante pérdida y
transferencia de P intracelular desde las dominantes en biomasa. En un segundo caso, se les
incluyd la capacidad de alcanzar el mismo valor umbral. La curva de remocidn resultante fue
uniforme y estable con respecto al valor umbral (Fig. 3-12C), lo que permitid que las tres especies
obtuvieran polifosfato de forma equivalente a su biomasa y sin la ocurrencia de extincidon a corto
plazo. Este tipo de curvas de remocion neta de fosfato son las usualmente obtenidas en
comunidades de fitoplancton cuando las condiciones experimentales permiten reflejar la situacion
previa de crecimiento en el lago a través del estado adaptado (Aubriot et al. 2000, Capitulo 2). Por
lo tanto, en el escenario planteado del modelo, puede concluirse que de no existir adaptacion de
las propiedades cinéticas, las especies de fitoplancton coexistentes deben necesariamente
compartir el mismo valor umbral para evitar su rapida exclusion del ecosistema acuatico. En un
tercer caso, se utilizaron propiedades de incorporacidon de fosfato inicialmente diferentes para cada
especie, pero con la posibilidad de que a un tiempo dado de exposicidon las tres especies pudiesen
“monitorear” la concentracién externa de fosfato y compararla con la concentracién de ATP
intracelular. La disminuciéon del acoplamiento indirecto entre la traslocaciéon de fosfato hacia el
interior celular y la hidrélisis de ATP es considerada el factor determinante de los cambios del valor
umbral (Wagner & Falkner 1992, Plaetzer et al. 2005). Si a un tiempo predeterminado la
concentracion externa es mayor al ATP hidrolizado, disminuye el gradiente de pH de la membrana
tilacoide (ApH) (ramificacion 1); si el [P.] es menor, se mantienen las propiedades anteriores mas
activas (estado inicial, ramificacién 2). Como resultado de este proceso, las tres especies alteran su
cinética de incorporacidon de acuerdo a la permanencia de una alta concentraciéon externa durante
un tiempo dado, mediante la disminucién de la velocidad de remocién (Fig. 3-13A). Esto permite a
los organismos alcanzar un valor umbral mayor o igual al de la especie con el valor mas alto
(estado final adaptado). De no ocurrir este monitoreo de la concentracidn exterior por parte de las
especies, la remocidén resultante tiende a alcanzar el valor umbral minimo (Fig. 3-13A, linea
punteada) y a la consiguiente extincidon de las dos especies con mayor umbral, y en este caso, con

mayor biomasa (Fig. 3-13B).

De acuerdo al escenario planteado de la cinética adaptativa del nuestro, el tiempo de exposicidon

del fitoplancton a la concentracion externa sobre el valor umbral depende de la actividad de
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incorporacién de la comunidad de fitoplancton, siendo la permanencia de la concentracion elevada
la referencia externa que tienen los organismos para modificar sus propiedades cinéticas.
Considerando que el monitoreo de la concentracién exterior por los organismos se realiza
probablemente en varios intervalos de tiempo durante el curso de la remocidén del fosfato, el
proceso observado aqui resulta en un mutuo ajuste cinético y energético basado en los cambios
gue cada poblacion produce en su medio. En este proceso, el sistema de incorporacion puede
responder a las mismas alteraciones que provoca. En este caso, los resultados de dichas
alteraciones son la nueva referencia para los subsiguientes cambios del propio sistema. Este
fendmeno ha sido definido como un “sistema autorreferencial” de incorporacion de fosfato en
cianobacterias (Falkner et al. 1996). Este comportamiento adaptativo refleja una gran
interdependencia entre los microorganismos, la comunidad y el ambiente. Consecuentemente,
puede concluirse que la comunidad de fitoplancton se adapta de forma coherente a los incrementos
de fosfato externo debido a que el aumento del valor umbral se produce previo a colmar su
capacidad de incorporacién, y a que este alto valor puede ser mantenido por el fitoplancton por un
periodo prolongado (Fig. 3-8 y 3-10). Por lo tanto, la utilizacién de fosfato durante la adaptacion no
esta caracterizada por la necesidad de acumular la mayor proporcidn posible del recurso, sino que
estaria relacionada con la utilizacion del nutriente disponible de la forma energéticamente mas

eficiente.

La siguiente pregunta procurd conocer si los ajustes de la actividad de incorporacion de fosfato
varian con la estructura de la comunidad de fitoplancton (objetivo especifico 4). En el presente
estudio, los cambios cinéticos no se asociaron con la composicion de la comunidad de fitoplancton,
observandose el incremento del valor umbral tanto en una comunidad diversa, formada por
organismos eucariotas de varios grupos y cianobacterias (Fig. 3-1), como en comunidades
dominadas por una o dos especies de cianobacterias. En este ultimo caso, se pudieron observar
comportamientos adaptativos en fitoplancton dominado por Planktothrix agardhii (Bt = 93—-99%),
asi como en casos de co-dominancia con Raphidiopsis mediterranea (Fig. 3-3). La misma capacidad
de respuesta se observd en experimentos con predominio de R. mediterranea sobre P. agardhii
(Fig. 3-10). Por lo tanto, se hipotetiza que el comportamiento adaptativo de incorporacién de
fosfato puede ser una propiedad extendida en el fitoplancton y que el grado de flexibilidad de
respuesta frente a los incrementos externos es un factor relevante para la permanencia y

sobrevivencia en el medio acuatico.

Propagacion a largo plazo de las nuevas propiedades cinéticas de incorporacion

Las siguientes preguntas planteadas fueron conocer cuan persistentes en el tiempo son las nuevas
propiedades de incorporacién de la comunidad y si afectan el crecimiento fitoplancténico (Objetivo
especifico 5, Capitulo 4). En este estudio, el valor umbral del fitoplancton permanecié constante
por periodos mayores a 20 horas luego de la adaptacién a los pulsos de fosfato. La persistencia a
largo plazo del valor umbral alto encontrado en nuestro estudio es la tercera evidencia empirica
gue cuestiona la nocidn de organismos competidores por el recurso limitante como fuerza
estructuradora de las comunidades de fitoplancton en lagos, particularmente si se considera que
esta respuesta se produjo lejos de colmar la capacidad del fitoplancton de almacenar el nutriente.
En algunos casos se observdé una respuesta bifdsica evidenciada en puntos de aparente
discontinuidad en la derivada primera del transcurso de la remocién de un pulso de fosfato, lo que

implicé una reactivacion de la incorporacion (Fig. 4-8 y 4-10). Este tipo de respuesta se caracterizd
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por dos cinéticas de incorporacion con propiedades diferentes, la cual ocurrié durante el transcurso
de la remocién de fosfato o luego de varias horas de haber alcanzado el valor estacionario
intermedio. Este comportamiento, mostrado en las Figuras 4-8 y 4-10, podria explicarse con dos
hipdtesis: la primera, sostiene que la cinética compleja resultante se debe al comportamiento de
incorporacion independiente entre las dos especies dominantes en el ambiente, Planktothrix
agardhii y Raphidiopsis mediterranea (comportamiento competitivo, similar al simulado en la Figura
3-12A, Capitulo 3). En este caso, el tramo inicial de la curva de remocién corresponderia a la
actividad de remocidén de ambas especies y el sector final sélo a la especie que mantuvo un umbral
mas bajo (ver Apéndice 2). Sin embargo, no se cumple lo esperado por el modelo competitivo
debido a que: a) en este caso se hubiese observado una cinética escalonada también en el
transcurso del primer pulso (10 uM); b) en el siguiente pulso se observa una tendencia a alcanzar
un umbral mas alto que no se produjo previamente; y c) la incorporacion se detiene a un umbral
correspondiente al doble del anterior (Fig. 4-8, curva A’, B’ y C’). En el caso paralelo S,, los
mismos organismos muestran una tendencia a detener la incorporaciéon a una concentracién mas
alta (1.137 uM fosfato), pero la incorporacién continla hasta una valor intermedio (0.503 pM
fosfato). De haber existido competencia pura, la remocion del fosfato en S, continuaria hasta
alcanzar el valor umbral del pulso previo. Asimismo, si los puntos previos y posteriores a la
discontinuidad de la derivada correspondiesen a las propiedades de incorporacion de al menos una
de las especies dominantes, deberia haberse producido al mismo nivel de concentracion e intervalo

de tiempo en ambas curvas de remocién (S; y S,).

La segunda hipotesis propone que este transcurso bifasico de remocion de fosfato externo se
debe a un desfasaje entre el estado “adaptable” y el “adaptado” de las dos poblaciones dominantes
de fitoplancton (P. agardhii y R. mediterranea). Esta hipotesis se apoya en que los puntos de
discontinuidad ocurrieron a diferentes concentraciones y tiempos, debido a la tendencia de alcanzar
un valor umbral alto por una o ambas poblaciones. Este fendmeno reflejaria las propiedades
adaptativas de cada poblacién, las que posiblemente puedan diferir un su rango de sensibilidad de
respuesta frente al estimulo externo (Apéndice 2). Esta segunda hipdtesis podria ser analizada
mediante al menos dos vias en futuros estudios: la aplicacion de un nuevo pulso de fosfato
posterior al comportamiento escalonado de incorporacién que resulte en una cinética uniforme de
remocion del nutriente, y/o a través de la obtencién de cepas aisladas de cada poblacién con
valores umbrales diferentes, tal que mezcladas en un mismo medio muestren un comportamiento
uniforme de incorporacién posterior a la cinética escalonada. Esta respuesta escalonada de
incorporacion también fue observada en monocultivos de Anabaena variabilis, sugiriendo que dicho
comportamiento puede deberse al transcurso de la adaptacién cinética de la incorporacién de

fosfato dentro de la misma poblacién (G. Falkner, comunicacidn personal).

En general, el resultado del transcurso de la adaptacién cinética en este estudio (Capitulo 3 y 4)
fue un nuevo estado uniforme de incorporacion, reflejado en la relacidn lineal entre Jp y log [Pe].
De acuerdo a lo previsto por el modelo adaptativo (Capitulo 3, Fig. 3-13), el tiempo de exposicidon
te a la concentracién externa elevada es la referencia externa que tienen las poblaciones para
modificar sus propiedades cinéticas. Por lo tanto, el proceso observado aqui consistiria en un
mutuo ajuste cinético basado en los cambios que cada poblacion produjo en el medio. Puede
postularse entonces que la cinética bifasica de remocién de fosfato externo podria deberse a un

desfasaje en la respuesta cinética adaptativa entre los componentes de la comunidad.
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Implicancias de las nuevas propiedades cinéticas en el crecimiento

Si las nuevas propiedades cinéticas posteriores a la fluctuacion implican que el fosfato externo sea
incorporado con mayor eficiencia, esto deberia reflejarse en la tasa de crecimiento. Entonces, en el
Capitulo 4 se analizd si las nuevas propiedades cinéticas afectaban la tasa de crecimiento
fitoplanctonico y qué ventajas conferiria esta capacidad a las poblaciones de fitoplancton. Wagner
et al. (2000) demostraron que se produce un cambio en el flujo del carbono asimilado hacia
compuestos de bajo peso molecular, rapidamente disponibles para el proceso de crecimiento, como
respuesta a las adiciones de fosfato en A. nidulans. En este trabajo se mostrd por primera vez que
la capacidad de adaptar la incorporacién de fosfato a los incrementos ambientales de fosfato
previos se asocié con un aumento del crecimiento fitoplanctonico. Este resultado se determiné
tanto en la absorbancia de los principales pigmentos fotosintéticos, asi como en la mayor biomasa
fitoplanctonica. Usualmente se considera que la tasa de crecimiento algal es mayor cuanto mas
polifosfato se haya acumulado previamente (Droop 1973). Por lo tanto, la relacién de crecimiento
de Droop, originalmente propuesta para cultivos de crecimiento continuo, no seria extrapolable al
crecimiento de fitoplancton debido a que las condiciones naturales de suministro de fosfato en
lagos se asemejan a condiciones de crecimiento discontinuas (Wagner et al. 2000, Istvanovics et
al. 2000). En este Ultimo caso, existe un desfasaje temporal entre el proceso de incorporacion y el
crecimiento. A dicha condicion nutricional fluctuante se le suma la capacidad de los organismos de
adaptarse a los incrementos de fosfato, lo que resulta en una mayor formacion de biomasa a
expensas de una menor concentracion de polifosfato intracelular. Esta aparente contradiccion
podria explicarse por la desventaja para el crecimiento que puede implicar el almacenamiento
excesivo del nutriente en granulos de polifosfato: el volumen de los granulos puede alterar las
estructuras celulares (Falkner et al. 2006) o provocar la precipitacion de las células a zonas menos

iluminadas de la columna de agua debido a la mayor densidad (Reynolds 1988).

Un mayor crecimiento a expensas de menos recursos podria explicarse por un incremento
significativo de la eficiencia de la conversion de energia durante el estado adaptado (Falkner et al.
1989, Falkner et al. 1994). Segun Falkner et al. (2006) existen tedricamente dos estados estables
de mayor eficiencia de conversion de la energia: uno es en el valor umbral, donde la fuerza
impulsora del flujo desaparece, y el otro, cuando aumenta el grado de acoplamiento entre el flujo
de fosfato hacia el interior celular y la reaccion de la ATPasa. En este trabajo se determind que la
region lineal entre flujo y fuerza reflejé el estado adaptativo del fitoplancton. En general, la relacién
lineal fue caracteristica de las condiciones originales de incorporacion de fosfato en el lago (Aubriot
et al. 2000, Capitulo 3). Frente a un incremento de fosfato externo, esta relacion lineal es alterada
en regiones lejanas al valor umbral y, de acuerdo a la intensidad de la respuesta, esta relacién
tendid a linealizarse a medida que se alcanzaron las nuevas propiedades cinéticas. Por lo tanto, la
capacidad de adaptarse rapidamente a los incrementos de fosfato podria ser un factor decisivo
para el crecimiento fitoplancténico en general (Falkner et al. 1996), ya que facilitaria la
permanencia de poblaciones tipicamente persistentes bajo condiciones ambientales de estrés

nutricional.

El estado adaptado reflejo los incrementos en la concentracidon de fosfato externo ocurridos 24
horas antes y, concomitantemente, estas nuevas propiedades fueron mantenidas durante la
division celular y hasta 45 horas luego de iniciado el proceso (Fig. 4-12A). Nuevamente, la
intensidad y duracion del estimulo (pulsos) fue el desencadenador de la respuesta del fitoplancton.
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Esta secuencia de eventos adaptativos sugiere que debe existir un tipo de “monitoreo” del
ambiente, mediante el cual los microorganismos puedan responder de forma energéticamente
favorable (Falkner et al. 1996, Falkner et al 2006). Los resultados del presente trabajo muestran
una gran sensibilidad del fitoplancton a las fluctuaciones de fosfato. A partir de estos resultados,
surge necesario profundizar en la respuesta y conocer si la secuencia en que ocurren las
fluctuaciones de la concentracion de fosfato externo puede ser traducida por los microorganismos
como una sucesion de sefales ambientales capaces de provocar modificaciones metabdlicas. Esta
sensibilidad de respuesta fue determinada recientemente con la cianobacteria Anabaena variabilis,
la cual posee la capacidad de adaptarse de forma diferencial cuando un mismo conjunto de pulsos

se suceden en diferente secuencia (Falkner et al. 2006).

Sensibilidad de las propiedades cinéticas a la sucesion de pulsos de fosfato

En el Capitulo 5 se procurd responder si el comportamiento de incorporacién de fosfato del
fitoplancton es sensible a un cambio en la secuencia de pulsos externos del nutriente (Objetivo
especifico 6). En este trabajo se demostrd que el fitoplancton del Lago Rodé es capaz de modificar
sus propiedades cinéticas y energéticas de incorporacién de fosfato de diferentes formas,
dependiendo de la secuencia en que se suceden los incrementos previos en la concentracidon
externa de fosfato. Esta respuesta muestra la complejidad del comportamiento de incorporacion,
particularmente si se considera que los incrementos a los que el fitoplancton estuvo expuesto
fueron de idéntica concentracion. Entonces, se asume que la secuencia temporal de los pulsos
origind la correspondiente diferencia en el comportamiento subsiguiente. La Unica informacion
disponible al respecto es un estudio que demostrd recientemente la respuesta adaptativa de la
cianobacteria filamentosa Anabaena variabilis a una secuencia similar de incrementos de fosfato
(Falkner et al. 2006). El fendbmeno mostrado en este estudio se deberia a que el fitoplancton
modificd sus propiedades de incorporacidn durante el transcurso de la remocién del primer pulso
alto de fosfato externo y que estas nuevas propiedades constituyeron el estado inicial a partir del
cual se produjo la adaptacién subsiguiente. Esta respuesta fue interpretada por Falkner et al.
(2006) como un “reconocimiento” de los pulsos, el cual se produce por la transferencia de un
cierto tipo de informacién acerca de alteraciones ambientales previas. En este sentido, segun
Bateson (2000), una unidad de informacion es definida como una diferencia en el ambiente que
provoca un cambio en la constitucién del sistema bioldgico (Falkner et al. 2006). Esta propiedad
transferible de los estados adaptados de un pulso de fosfato al siguiente explicaria por qué la
respuesta adaptativa del fitoplancton es mayor cuando el fitoplancton es sometido a una
secuencia de pulsos que resulta en una sucesion ascendente de incrementos, todos ellos de
magnitud suficientemente alta para desencadenar de por si la modificacion de las propiedades
cinéticas (ej.: Capitulo 3, Fig. 3-8; Capitulo 4). Asimismo, estas nuevas propiedades cinéticas y
energéticas fueron mantenidas por el fitoplancton luego de 24 horas de ocurrida la fluctuacién
externa, mientras que en otros casos de la presente tesis el estado adaptado fue mantenido luego
de iniciado el crecimiento celular (Capitulo 4). La combinacién de las evidencias con fitoplancton
natural presentadas en este trabajo y las de cultivos de A. variabilis, permite postular que la
transferencia de las adaptaciones del comportamiento de incorporacién es una propiedad
caracteristica del fitoplancton dominado por cianobacterias deficientes por el nutriente. Entonces,
las propiedades cinéticas de incorporacion de fosfato por la comunidad de fitoplancton reflejarian

la historia reciente de las fluctuaciones del nutriente en el ambiente.
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Parte de este trabajo consistid en conocer como se modifica la relacion entre flujos y fuerzas de
la incorporacion de fosfato durante la adaptacion al orden de los pulsos (objetivo especifico 6). La
principal respuesta fue la disminucidn progresiva de J, y del coeficiente de conductividad Ly en el
fitoplancton que experimenté primero el pulso de mayor concentracidon. Esta respuesta se
amplific6 a medida que se aplicaron nuevos pulsos. Aunque se determiné un incremento
significativo del valor umbral, éste fue menos considerable que cuando se experimentd con
diferentes concentraciones externas (Capitulo 3 y 4). El fitoplancton que recibidé la secuencia
inversa de pulsos también modificé su cinética, pero en menor medida. Nuestros resultados
mostraron que la disminucién de J, fue acompafiada de una desviacion de la linealidad y que el
fitoplancton que inicié antes este proceso adaptativo mostré una perdida mas temprana de dicha
relacién. A un mayor tiempo de exposicidn tg, el modo de incorporacién tendid a linealizarse en el
ultimo pulso (Fig. 5-2A y 5-4A). En los tratamientos paralelos en los que el tg fue menor, se pudo
observar el inicio del proceso de adaptacion cinética con una pérdida de la linealidad al final de la
aplicacién de los pulsos (Fig. 5-5). Una vez que se alcanzaron las nuevas propiedades lineales de
incorporacion, éstas persistieron por mas de 24 horas. Si asumimos que los modelos
interpretativos son apropiados, entonces se podria concluir que la relacidon no lineal observada es
un estado transitorio o “estado adaptativo” de los sistemas de incorporacién del fitoplancton, el
cual es el resultado de una alteracion del “estado adaptado” precedente y que deriva en un nuevo
estado adaptado con nuevas propiedades cinéticas (Plaetzer et al. 2005, Falkner et al. 2006).
Cabe destacar que este proceso es el resultado del comportamiento coherente de incorporacion de
un ensamblaje de poblaciones microalgales, cuya complejidad en su composicion bioldgica e
historia nutricional dista considerablemente de un cultivo monoespecifico bajo condiciones éptimas
de crecimiento. Las mediciones realizadas de la incorporacion de fosfato por fitoplancton en
condiciones naturales en el Lago Rodé resultan invariablemente en un modo lineal (Aubriot et al.
2000, Capitulo 3 y 4). La mayoria de los casos presentados en este estudio mostraron una
desviacion de la linealidad como respuesta cinética a una fluctuacién externa persistente y, por
otro lado, los tiempos de exposicidn menores producidos por los pulsos iniciales resultaron en
propiedades lineales de incorporacion, e incluso estables una vez repetida la aplicacién. Podemos
especular que la concentracion aplicada en los pulsos fueron superiores (respuesta no lineal) o
inferiores (respuesta lineal) a las ocurridas previamente en el ambiente, dando lugar a las
propiedades cinéticas prevalecientes. La profundizacién en futuros estudios en dicha respuesta
cinética lineal y no lineal permitira conocer si es posible reflejar de forma directa las fluctuaciones
ambientales a las que estuvo expuesto el fitoplancton en un lago y asi monitorear, por ejemplo,
las entradas difusas de fosfato, las que no pueden ser detectadas por otras aproximaciones

experimentales.

Las subsiguientes preguntas que surgen del objetivo especifico 6 fueron conocer como se
acumula el fosfato intracelular durante el proceso de incorporacién y qué implicancias tiene esta
respuesta cinética en el crecimiento de la comunidad. En este trabajo se observé la formacién
generalizada de pequefios granulos de polifosfato (PP) o pocos de gran tamarfio en el fitoplancton
gue mantuvo una mayor actividad de incorporacién (Jp) de los pulsos externos. Sin embargo, fue
practicamente indetectable la presencia de granulos de PP en el fitoplancton que experimenté una
mayor adaptacién cinética. La ausencia de granulos de PP se observé en Cylindrospermopsis
raciborskii bajo modalidades de crecimiento continuos (Istvanovics et al. 2000). Esta discrepancia

podria explicarse por una posible diferencia en los grados de condensacion del PP (Rhee 1973).
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Debido a esta aparente plasticidad en la formacion de las reservas de fosfato, asi como las
desventajas de la acumulacidon excesiva del nutriente y su efecto relativamente negativo en el
crecimiento, la clasificacion de especies de fitoplancton en estrategias por acumulacién (storage
Strategists sensu Sommer 1989) y su aparente ventaja ecoldgica (ej.: Ducobu et al. 1998,
Istvanovics et al. 2000, Mateo et al. 2006) requiere de revision en el contexto de la capacidad
adaptativa del fitoplancton. Sobre la base de los modelos interpretativos usados en esta tesis, se
postula que las ventajas para el crecimiento fitoplancténico dependen de la capacidad de
optimizacién de la relacion entre flujo y fuerza durante la remocidn del fosfato externo y la
resultante regulacion del volumen final de las reservas, asociado a una posible menor
condensacion del PP y, por lo tanto, a una mejor disponibilidad de las reservas intracelulares del
nutriente para el inicio del crecimiento. Cabe esperar que existan diferencias en los rangos de
adaptabilidad entre algunos grupos fitoplancténicos y en la optimizacién en el uso de las reservas
que pueda explicar la persistencia y asociacidon de algunas especies. La elucidacion de estas
relaciones interespecificas requiere de futuros estudios que contemplen un seguimiento del
crecimiento especifico y el transcurso de la formacién, condensacion y utilizacion de las reservas,

una vez alcanzado el estado adaptado de incorporacion de fosfato.

Como fue mostrado en los experimentos en que se aplicaron pulsos de diferente concentracion
en cada tratamiento (Capitulo 4), las diferencias en la secuencia temporal de pulsos de fosfato
externo también resultaron en un mayor crecimiento fitoplancténico. El fitoplancton que se adapté
primero a la fluctuacion externa pudo producir una mayor biomasa final a expensas de una menor
cantidad de fosfato almacenado (Capitulo 5, Fig. 5-12 y 5-13). Este resultado refleja el grado de
reconstruccion que ocurre durante el modo adaptable de operacidn, en el cual las propiedades del
sistema de incorporacion dependiente de la energia es recoordinado con la conversién energética
general de la célula (Falkner et al. 1996). Esta recoordinacién incluye cambios en el flujo del
carbono asimilado hacia compuestos de reserva rapidamente disponibles para sustentar un mayor
crecimiento (Wagner et al. 2000). Como fue expuesto previamente (Capitulo 4), estos resultados
muestran una relacion mas compleja entre la asimilacion de fosfato y el crecimiento, que la
expresada por Droop (1973). En este sentido, se especula que la capacidad de adaptarse
rapidamente a la fluctuacion externa del nutriente puede ser una propiedad que permita explicar
la presencia de poblaciones de cianobacteria tipicamente persistentes en ecosistemas acuaticos.
Asimismo, las especies agrupadas en asociaciones funcionales caracteristicas del fitoplancton
(Reynolds 1997, Kruk et al. 2002) podrian compartir los rangos de sensibilidad de la respuesta
cinética para un mismo estimulo, cuyo esclarecimiento aportaria nueva informaciéon para

profundizar en las propiedades fisioldgicas que favorecen la presencia de dichas agrupaciones.

Posible almacenamiento y transferencia de informacidn en la adaptacién cinética del fitoplancton

La propiedad del nuevo estado adaptado (comportamiento lineal segun Falkner et al. 2006) del
fitoplancton fue mantenida durante periodos en los cuales no se produjeron nuevos incrementos de
la concentracién externa de fosfato. Estos periodos involucran procesos de reconstruccidn celular,
como la sintesis diferencial de pigmentos fotosintéticos previo al crecimiento para sustentar
energéticamente a la division celular (Aubriot 2000). Por lo tanto, esta informacion (entendida en
los términos de Bateson 2000) sobre las fluctuaciones previas es transferida durante varias
generaciones (Falkner & Falkner 2003, Falkner et al. 2006). Durante este transcurso, el

comportamiento lineal refleja las condiciones de crecimiento precedentes. Dado que la adaptacion



98 Capitulo 6

de la cinética requiere de un cierto tiempo de exposicion al fosfato externo (tg), se hipotetiza que el
transcurso de la incorporacion de fosfato determina la posibilidad de que se produzcan pasos
adaptativos durante la remocién del nutriente. Cada paso adaptativo constituird la linea de base del
siguiente, origindndose asi la propagacion del proceso adaptativo en los sucesivos incrementos
ambientales. Por esta razon, el transcurso de la remocidon conjunta de fosfato por la comunidad
seria decisivo para la transferencia de informacion de un pulso al siguiente (Falkner et al. 2006).
Este proceso de acumulacion de pasos adaptativos podria explicar como es posible Ia
discriminacion de patrones de pulsos de forma tal que resulten en respuestas fisioldgicas disimiles.
Para simular este proceso se utilizé el modelo modificado de Plaetzer et al. (2005) con el objetivo
de interpretar el comportamiento adaptativo de la comunidad de fitoplancton (Capitulo 3). Para
simular el proceso adaptativo de tres especies coexistentes, se expusieron a dos modalidades de
pulsos externos: alto-bajo (AB) y viceversa (BA). En este caso, los valores de ApH resultantes del
transcurso de la remocion de cada pulso fueron utilizados como los parametros iniciales para el
calculo de la cinética de remocién del pulso siguiente (Fig. 5-14A). El proceso de incorporacion
resultante de la simulacion fue destacablemente similar a las respuestas observadas en los
experimentos con fitoplancton de esta tesis, debido a la progresiva reduccidon de la actividad de
incorporacion. De no ocurrir la transferencia de las propiedades cinéticas de un pulso al siguiente,
debido a una alta velocidad de remocidén del nutriente, se habrian alcanzado valores umbrales
similares al del pulso inicial, como pudo determinarse experimentalmente (Fig. 5-7A). Entonces, las
respuestas adaptativas constituirian una “linea de base” desde donde se construye el siguiente
evento adaptativo, las cuales se producen a partir del tiempo de exposicion a la concentracidon
externa, influido a su vez por la actividad de la misma comunidad (Falkner et al. 1996, Aubriot. et
al. 2000, Wagner et al. 2000).

Las dos manifestaciones del comportamiento de incorporacion de fosfato, el estado adaptado y el
modo adaptativo (Plaetzer et al. 2005), podrian ser reminiscentes de un fendmeno primitivo de
“memoria”, el cual ha sido tradicionalmente estudiado en plantas superiores y recientemente en
cianobacterias (Thellier et al. 1982, 2000, 2004, Falkner & Falkner 2003, Falkner et al. 2006,
Tafforeau et al. 2006). En este sentido, Falkner et al. (2006) plantean que un pulso persistente
provoca un estado adaptado con nuevas propiedades cinéticas (almacenamiento), las cuales son
mantenidas por un periodo prolongado (>24 h, en este estudio) y pueden ser medidas durante la
remocion de un pulso de menor concentracién (llamado) o amplificadas con un nuevo estimulo
(nuevo almacenamiento). En los experimentos con fitoplancton, la informaciéon almacenada durante
los pulsos aplicados se manifestd6 90 horas después en las diferencias de crecimiento.
Aparentemente, este tipo de “memoria” seria una capacidad extendida debido a que ocurre tanto
en autotrofos superiores como en unicelulares o filamentosos, asi como a nivel de especie o en
ensamblajes de poblaciones fitoplanctdnicas. La existencia de este tipo memoria plantea la
consecuente posibilidad tedrica de una forma de procesamiento de informacién acerca de
perturbaciones ambientales relativamente recientes (Falkner et al. 2006). Aparentemente, la
relacién lineal de flujo-fuerza tiene la misma estructura de la ley de Weber-Fechner cuando la tasa
de incorporacion Jp es considerada como la respuesta sensitiva al estimulo [P.] y el valor umbral
como el nivel de estimulo por debajo del cual no se percibe sensacién (Gustav Theodor Fechner
1801-1887, Falkner et al. 2006). De esta forma, y de acuerdo con Falkner et al. (2006), se postula
gue una alteracion ambiental es “percibida” por el organismo como pulsos de fosfato, su

informacién es almacenada como nuevas propiedades lineales y procesada en el contexto histérico
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de las fluctuaciones, las que fueron el resultado de los eventos ambientales recientes. Entonces, el
modo lineal de incorporacion resultante podria reflejar la informacion requerida para estimular el
crecimiento inmediato. Este aparente procesamiento de informacion por el fitoplancton sobre las
perturbaciones ambientales, ejemplificado en la adaptacion a la sucesion de pulsos de fosfato y su
efecto en el crecimiento, podria jugar un rol esencial en la estructura y desarrollo de las

comunidades de fitoplancton, cuya interdependencia necesita ser esclarecida en futuros estudios.



Capitulo /

Perspectivas de investigacion

1.Evaluacion de las fluctuaciones ambientales de fosfato a través de las propiedades cinéticas de

incorporacion del nutriente por fitoplancton en lagos

La cinética de incorporacion del fitoplancton del Lago Roddé mostrd propiedades tipicamente
lineales entre flujo y fuerza en los pulsos iniciales (Aubriot et al. 2000, Capitulo 2 de la presente
tesis). En las sucesivas aplicaciones de fosfato se produjo una desviacién de la linealidad como
respuesta cinética a la fluctuacion externa persistente. Posteriormente, se observé una tendencia
a recuperar la linealidad con nuevas propiedades cinéticas. En el caso en que estas adiciones
fueron de baja concentracién o el fitoplancton mostré una alta actividad de incorporacién original
(tiempos de exposicidn bajos al fosfato), las propiedades de incorporacién fueron tipicamente
lineales e incluso estables una vez repetida la aplicacidon. Por lo tanto, se puede hipotetizar que
dada una respuesta no lineal, las concentraciones aplicadas en el experimento resultaron en
tiempos de exposicién superiores a los ocurridos previamente en el lago. De mantenerse las
mismas propiedades lineales y estables, la concentracion que fue aplicada seria inferior o igual a
las prevalecientes en el medio acuatico. Para profundizar en dicha respuesta, seria necesario
disefiar un procedimiento para obtener fitoplancton natural con una historia nutricional conocida.
Para ello se puede incubar un importante volumen de lago (50 - 100 |) en condiciones naturales
de luz y temperatura (mesocosmos), en los cuales la influencia previa de la historia de las
fluctuaciones de fosfato pueda ser disminuida o eliminada (periodo de deficiencia por fosfato) y
ésta pueda ser construida durante el periodo de experimentacién. Posteriormente, se realizarian
determinaciones de la cinética de incorporacién de [32P] fosfato en las muestras del mesocosmos,
mediante la aplicacion de varios pulsos de fosfato dentro de un gradiente de concentracién
amplio. El analisis de la cinética de incorporacion de dichos pulsos permitird conocer a partir de
qué concentracion comienza la pérdida de la linealidad entre flujo y fuerza y su relacién con las

concentraciones previamente aplicadas.
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2.Implicancias de las respuestas cinéticas uniformes y bifasicas de la incorporacion de fosfato a las

fluctuaciones del nutriente en dos cianobacterias dominantes en lagos eutroficos

Para profundizar en los resultados obtenidos en el Capitulo 5, seria interesante conocer como se
producen las respuestas uniformes de la cinética de incorporacion de fosfato, asi como evaluar
qué condiciones son necesarias para obtener una respuesta bifasica como la observada en el
Capitulo 4. Para obtener dicha informacidén, seria necesario cultivar a las dos especies de
cianobacteria dominantes en el Lago Rodo, Planktothrix agardhii y Raphidiopsis mediterranea, las
que serian aisladas del mismo lago. Posteriormente se realizaria la caracterizacion de la cinética
de incorporacién y del rango de concentracidén de fosfato que produce la adaptacion cinética en
cada especie separadamente. Una vez conocido dicho rango de concentracion, se podrian realizar
experimentos de incorporacion de fosfato con ambas especies combinadas equitativamente en un
mismo medio y se determinaria el tipo de respuesta cinética resultante. En otro tipo de
experimento, se puede inducir la respuesta adaptativa en una cepa (ej.: con un valor umbral alto
en P. agardhii), la que seria posteriormente mezclada en el mismo medio con la otra especie con
un valor umbral bajo. Seguidamente se determinaria si la cinética resultante de ambas especies
mezcladas es bifasica o lineal, luego de una sucesion de pulsos. La cinética sera analizada con la
relacion flujo—fuerza y con los modelos cinéticos mostrados en el Apéndice 1 y 2. También se
podria determinar la tasa de crecimiento de cada especie bajo condiciones uniformes de
incorporacion y bifasicas. Estos experimentos permitirdan conocer la capacidad de ambas especies
de modificar su cinética y las condiciones que favorecen el comportamiento lineal y uniforme de
incorporacion de fosfato tipicamente encontrado en el fitoplancton del Lago Rodd. Esta
informacién podra ser discutida en el contexto de la teoria de exclusidon competitiva y la paradoja
del plancton. Asimismo, se podria obtener informacién sobre las propiedades -cinéticas

adaptativas de P. agardhii que faciliten su dominancia y persistencia en ambientes eutrdéficos.

3.Transcurso de la formacion de polifosfato por fitoplancton durante la adaptacion de la cinética de

incorporacion del nutriente

En esta tesis se hipotetizé que las ventajas para el crecimiento fitoplancténico pueden depender
de la capacidad de optimizacion energética durante la remocién del fosfato externo y la
regulacién del volumen final de las reservas, asociado a una posible menor condensacién de
polifosfato y por lo tanto, a una mejor disponibilidad de las reservas intracelulares del nutriente
para el inicio del crecimiento. Una evaluacidon primaria de la formacion de polifosfato por
fitoplancton con pulsos del nutriente se encuentra actualmente en desarrollo (Viera, com. pers.).
Futuros estudios requeriran de la microscopia electronica de transmision para determinar
variaciones en la densidad de los granulos de polifosfato como consecuencia de las respuestas
cinéticas a los pulsos del nutriente. Se realizaran tinciones de polifosfato en varios intervalos de
tiempo durante el proceso de adaptacion cinética a los pulsos de fosfato. Se utilizardn las
muestras de fitoplancton incubadas en los experimentos de la propuesta de investigacién 1 y de

los cultivos de cianobacterias en 2.
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4.Rangos de sensibilidad de la respuesta cinética de cianobacterias tipicamente dominantes en lagos

someros de Uruguay

En la presente tesis se propuso que la capacidad de modificar rapidamente la cinética de
incorporacion de fosfato a la fluctuacion externa del nutriente debe ser una propiedad de los
organismos que les facilite la persistencia y dominancia en ecosistemas acuaticos. Se propone
estudiar la capacidad de alteracion de la cinética de incorporacion de fosfato de dos
cianobacterias potencialmente toxicas y tipicamente dominantes en lagos eutroéficos de Uruguay:
Planktothrix agardhii y Cylindrospermopsis raciborskii. Recientemente, C. raciborskii ha ganado la
atencion cientifica internacional debido a su aparente capacidad invasiva y por su alta toxicidad.
Esta cianobacteria se fue identificada recientemente en varios ecosistemas acuaticos de nuestro
pais, algunos utilizados como recursos de agua potable. Sin embargo, se desconoce cuales son
los factores que explican su reciente dominancia en lagos someros de la regién. Para conocer el
rango de respuesta de la cinética de incorporacion de fosfato de ambas especies, se realizarian
experimentos con patrones de pulsos del nutriente en las cepas aisladas y en cultivos mixtos. La
cinética de incorporacion se analizara con la relacion flujo—fuerza y con los modelos propuestos
en los apéndices 1 y 2. Asimismo se podra determinar la tasa de crecimiento resultante.
Adicionalmente, se procurard monitorear la actividad de incorporacion de fosfato y su
acumulacién por fitoplancton dominado por C. raciborskii en un lago eutréfico (ej.: lagos del
Parque Miramar, Canelones). Los resultados del estudio propuesto permitiran conocer el rol de la
flexibilidad de la cinética de incorporacidon de fosfato, y la capacidad y forma de acumulacion del
recurso, en la dominancia y persistencia de C. raciborskii. El estudio de los requerimientos
nutricionales que gobiernan el crecimiento de cianobacterias en ambientes naturales contempla

aspectos relevantes de investigacion basica y aplicada.
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Apéndices

Apéndice 1

Para la simulacion el proceso adaptativo de una comunidad de fitoplancton a los incrementos de concentracion
externa se utilizé el modelo fenomenoldgico de Plaetzer et al. (2005) basado en ecuaciones fundamentales de
termodinamica lineal irreversible de la transduccion de energia en membranas de cianobacteria (Westerhoff &
Van Dam 1979). Se empled el programa OrCAD PSpice en el cual “la dependencia de las fuentes de corriente
en el voltaje” reflejan las propiedades de enzimas. En este modelo se utilizan dos relaciones lineales de
flujo—fuerza: uno es acoplado a una ATPasa y el otro opera de forma reversible con un canal de H*/H,PO,. Esto

permite ajustar los grados de acoplamiento por medio de cocientes de los coeficientes de conductividad para el

roceso flujo activo y pasivo a través de la membrana celular ( J3y J2*, respectivamente). Las siguientes
P P

relaciones de flujo—fuerza fueron empleadas (ver Glosario de simbolos, pagina viii):

J;“’:Lllog(Kl [FF:e]J+aL1Iog[KATP [ATP] ]

pJJADP

=L, log [K1 [F;e]]

La formacién de ATP esta impulsada por el gradiente de pH a través de la membrana tilacoide ApH (Wagner &

Falkner 1992) y es modelado por la ecuacion:

[PJlaoP]

Jup =L, lo0g [KETP —Wj+LGApH

La formacion de polifosfato se realiza mediante la conversion de P, a Pn.1, €n los cuales P, y P,.1 Se asumen con

la misma actividad quimica, y se modelan con la ecuacidn:

Jop=L5 Iog( [ATP]]

ADP

Céddigo del programa PSpice, modificado en la presente tesis para tres especies y utilizando una ramificacion
condicional (comando if):

Incorporacién de fosfato

.param np=3 deltaph=3 K=1e-8
cpal010ic=1e-3

rinfl 1 0 1e30

vsens 1 1a 0

*especie 1

.param L1s1=3e-6 L2s1=1e-5 L3s1=5.5e-4 as1=5.02e-6
cpisl 2s1 0 le-4 ic=1le-1

rinf2s1 2s1 0 1e30

catpsl 3s1 0 1e-4 ic=2

rinf3s1 3s1 0 1e30

cppsl 4s1 0 100 ic=1e-9

rinf4sl 4s1 0 1e30

* es el voltage de PP mayor que 0?

* si -> es el tiempo <30007?
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* si -> usar deltaph anteriores (2.6)

* no -> es el voltage mayor a la concentracion de ATP?
* si -> usar nuevo deltaph (2.55)

* no -> usar deltaph anterior (2.6)

*no->0

glsl 1a 2s1 value={if(v(4s1)>0,if(time<3000,L1s1*(log10(v(1)/v(2s1))+2.6),if(v(1l)>asl1*5,
+L1s1*(log10(v(1)/v(2s1))+2.55),L1s1*(log10(v(1)/v(2s1))+2.6))),0)}

g2sl 2s1 3s1 value={L2s1*(log10(K*(v(2s1)/v(3s1))*(4-v(3sl1)))+np*deltaph)}

g3s1 3s1 4s1 value={L3s1*log10(v(3s1)/(4-v(3s1)))}

* especie 2

.param L1ls2=1e-6 L2s2=1e-5 L3s2=5.5e-4 as2=5.02e-6

cpis2 2s2 0 1le-4 ic=1e-1

rinf2s2 2s2 0 1e30

catps2 3s2 0 1e-4 ic=2

rinf3s2 3s2 0 1e30

cpps2 4s2 0 100 ic=1e-9

rinf4s2 4s2 0 1e30

gls2 la 2s2 value={if(v(4s2)>0,if(time<3000,L1s2*(log10(v(1)/v(2s2))+2.8),if(v(1)>as2*5,
+ L1s2*(log10(v(1)/v(2s2))+2.55),L1s2*(log10(v(1)/v(2s2))+2.8))),0)}

*gls2 1a 2s2 value={if(v(4s2)>0,L1s2*(log10(v(1)/v(2s2))+3.8),0)}

g2s2 2s2 3s2 value={L2s2*(log10(K*(v(2s2)/v(3s2))*(4-v(3s2)))+np*deltaph)}
g3s2 3s2 4s2 value={L3s2*log10(v(3s2)/(4-v(3s2)))}

* especie 3

.param L1s3=0.1e-6 L2s3=1e-5 L3s3=5.5e-4 as3=5.02e-6

cpis3 2s3 0 1le-4 ic=1e-1

rinf2s3 2s3 0 1e30

catps3 3s3 0 1e-4 ic=2

rinf3s3 3s3 0 1e30

cpps3 4s3 0 100 ic=1e-9

rinf4s3 4s3 0 1e30

gls3 la 2s3 value={if(v(4s3)>0,if(time<3000,L1s3*(log10(v(1)/v(2s3))+4.0),if(v(1)>as3*5,
+ L1s3*(log10(v(1)/v(2s3))+2.55),L1s3*(log10(v(1)/v(2s3))+4.0))),0)}

g2s3 2s3 3s3 value={L2s3*(log10(K*(v(2s3)/v(3s3))*(4-v(3s3)))+np*deltaph)}
g3s3 3s3 4s3 value={L3s3*log10(v(3s3)/(4-v(3s3)))}

.tran .1 100000 uic

.options reltol=0.001m

.probe

.end
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Apéndice 2

En el Capitulo 3, se simuld la incorporacion de fosfato por tres especies con parametros cinéticos predefinidos,
para mostrar modos de incorporacion independientes (competitivos) y coordinados (homogéneos). Las curvas
de remocion simuladas fueron comparadas con los resultados experimentales. En el presente analisis, se partio
de un resultado experimental concreto, con el fin de calcular los parametros cinéticos (Lp Yy [Pela)
correspondientes a cada una de las dos especies dominantes (Planktothrix agardhii y Raphidiopsis
mediterranea). Se analizd el experimento de la Figura 4-8, del cual se reproduce una parte en el grafico
adjunto (intervalo de tiempo: 17 — 30 h). Dicho experimento consistié en la aplicacién de un pretratamiento
con diez pulsos de 1 UM a la submuestra S; (circulos negros) y un pulso de 10 uM fosfato a S, (circulos
blancos). La gréfica muestra las curvas de remocién de un pulso de 2 pM fosfato a cada submuestra de
fitoplancton, luego de 17 horas de iniciado el pretratamiento. Se partié de la primera hipotesis presentada en la
Discusion del Capitulo 4: la cinética compleja resultante se debe al comportamiento de incorporacion
independiente entre las dos especies dominantes en el ambiente, P. agardhii y R. mediterranea (similar al
simulado en la Figura 3-12A, Capitulo 3). Para el analisis se considero el siguiente supuesto: el tramo inicial de

25
Figura 4-14. Intervalo del transcurso de la
incorporacién neta de [3?P] fosfato en dos

20 4 submuestras de fitoplancton (S;, circulos negros

y S», circulos blancos) obtenido del la Figura 4-8.
El pretratamiento consistié en 10 pulsos de 1 uM
agregados a la submuestra S; y 1 pulso de 10
MM a S,. Luego de 17 horas, se agregd un pulso
de 2 uM a cada submuestra de fitoplancton. Las
curvas continuas representan el mejor ajuste
computado con la relacién no lineal de flujo-
fuerza (B y B’) y lineal en C y C'. Los parametros
de los ajustes se muestran en la tabla 4-1.

0.0 T T T T T T
18 20 22 24 26 28 30

tiempo (h)

la curva de remocion corresponderia a la actividad de remocion de ambas especies (curvas B y B’) y el sector
final solo a la especie que tiene un umbral mas bajo (curvas C y C’). Por lo tanto, se calcularon solo los
parametros correspondientes a la especie 1, debido a que los correspondientes a la especie 2 fueron obtenidos

del ajuste de las curvas Cy C'.

El flujo de fosfato Jp de cada especie estudiada separadamente, para una unidad de biomasa, se representd

como Jp1 Y Jpy, especie 1y 2, respectivamente:
=L, (logP.] - log[P.],,) 3, =L,(log[P.] - log[P.],,)

Los coeficientes de conductividad L; y L;, y los valores umbrales [Pe]a: Y [Pe]az corresponden a la especie 1 y
2, respectivamente. En el sistema formado por las dos especies, L; y L, deben multiplicarse por la fraccion de la

biomasa total (br = b, + b;) que corresponde a cada especie, las que se denominaron o y f, especie 1y 2

respectivamente.

Entonces, el flujo total J; puede ser expresado como:
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B=aly+(-a)k,
Operando sobre esta ecuacidn se tiene:
Jg ZaLl(IOQ[Pe] - IOg[Pe]A1) + (]_a)LZ(IOQ[Pe] - IOQ[Pe]Az)

F =(aL, + (1-a)L,)logP.] - (aL,logP.],, + (1-a)L,log[P.],,)

7 =(aL;+ (la)Lz)[log[Pe] [“Ll'og[Pe]A1+ (1-a)L;logP. ], H

(0‘|-1+ (lfa)l-z)

Si Li, Ly, [Pela: Y [Pe]la2 No cambian en el curso del experimento, entonces esta ecuacion representa también

una relacion de tipo flujo fuerza donde el coeficiente de conductividad total LI, queda expresado como:

L =al,+ (I-a)L,

y el logaritmo del valor umbral [P.]; es:

al,loglP,.],, + (1-a)L,log[P,],,

(L +(1-a)L;)

IOg[Pe]Z =

En suma, el sistema formado por las dos especies, cada una regida por una ecuacion de tipo flujo fuerza, con

parametros Li, Ly, [Pela: Y [Pela2 que no cambian, se comporta también de acuerdo a una ecuacidn de tipo flujo
fuerza, siendo los valores de L} y Iog[Pe]Z calculables a partir de Li, Ly, [Pelar Y [Pelaz como se indica mas

arriba.

Transformaremos ahora la Ultima ecuacién para [PE]Z en funcidn de [Pe]a: Y [Pe]az de forma de obtener una

expresion mas simple:
loglP. ] = ﬁ—rlog[P Ly + %)—rlog[P o

al, . (-a)L,

flEaL1+il—ajL2 fz:aL1+il—aiL2
loglP.]s = f1log[P.],, + /2log[P.],, = Iog([P,s]Al)f1 + Iog([P,e]Az)f2

|09[Pe]1 = lOQ(([Pe]m)/»] '([Pe]Az)fz)

Entonces:
Pl =(P]) - (Pe],)?

En resumen, ]} se puede expresar como:

=ty (1-a)L;)[logl.] - todl(P.L, )" (P.1.,)”
con el coeficiente de conductividad total L} expresado como
Lb=al,+ (1-a)L,

y el valor umbral de las dos especies [P, ]} :

P ]Z = ([Pe ]A1)fI ’([Pe ]Az)f2
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Recordemos que esta ecuacion flujo fuerza seria valida para la primera fase de las curvas donde estan
actuando las dos especies, mientras que en la segunda fase suponemos que estaria actuando solamente la

especie 2. Por lo tanto, se puede calcular el valor umbral de la especie 1 como:

[Pe]/u =/ ([ [Pe ]Z)
\ Pe]AZ &
y el correspondiente L; como:

Ly - (1-a)L,
a

L, =

Para el cdlculo del [Pe]a1 y Li se utilizéd la fraccién de biomasa correspondiente a cada especie, la cual se
determind con el porcentaje del biovolumen total de la submuestra (especie 1, Br P. agardhii = 65.9% y

especie 2, Br R. mediterranea = 33.6%). Entonces o = 0.66, de la especie 1 y (lfzx) = 0.34, de la especie 2.

Sin embargo, cabe resaltar que con la informacion disponible no es posible identificar a qué especie

corresponde el segundo tramo de la curva de remocidn.

Se parti6 de los siguientes valores conocidos tomados de las curvas de remocidn de fosfato de la submuestra

S; de la Tabla 4-1, ajustados con la relacidn lineal de flujo-fuerza, para el célculo de L; y [Pe]a: (especie 1):

Valores conocidos totales en S; Valores conocidos (especie 2) Valores hallados (especie 1)
L, = 80.0-103 uM min™ L= (1-«)3.5:107=10.3:107 uM min™! L, = 126.5-:1073 uM min™!
[P.i= 1.137 pM [Pelaz = 0.503 pM [Pela:s = 1.180 uM

Los valores tomados de las curvas de remocion de fosfato de la submuestra S, (Tabla 4-1), ajustados con la

relacidn lineal de flujo-fuerza, para el calculo de L; y [Pe]a:1 (especie 1) fueron:

Valores conocidos totales en S, Valores conocidos (especie 2) Valores hallados (especie 1)
L} = 36.4-10°% uM min™! L, = (1-)2.5:10% = 7.35:10 uM min™* L, = 51.4:102 M min!
[P.J: = 0.497 uM [Pelaz = 0.092 uM [Pela: = 0.563 UM

La cinética de incorporacién de la especie 1 en ambas submuestras mostrd valores de L; un orden de
magnitud mayor a los de la especie 2. El [P.]a;: fue de 2 a 6 veces superior al de la especie 2. Cuando se realiza
la comparacion de cada especie entre la submuestra S; y S, se observa que la especie 1 incrementd en un
factor de dos el [P.]a;, mientras que la especie 2 lo hizo en un factor de 5.5. Asimismo, el Ly, disminuyd 1.4
veces y el Lp; 2.5 veces. Estos resultados muestran que ambas especies manifestaron una importante

plasticidad de respuesta, aunque ésta fue mayor en la modificacion del [P.]a de la especie 2.

Si se invierten las proporciones de biomasa entre las dos especies, tal que la especie 1 tenga un a = 0.34, y

la especie 2 (l—a) = 0.66, y se mantienen los valores conocidos totales para las submuestras S; y Sz, el [Pelaz

la especie 2 pasa a tener los mismos valores a los de la especie 1 del caso anterior. Los valores de L, fueron los

que sufrieron modificacion:

Valores conocidos totales en Valores conocidos (especie 1) Valores hallados (especie 2)
S1
L} = 80.0-107 yM min™* Li = (1-2)3.5:10% = 5.3-103 pM min™* L, = 225.0-102 yM min™

P.. =1.137 uM [Pelas = 0.503 pM [Pelaz = 1.180 pM
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Valores conocidos totales en Valores conocidos (especie 1) Valores hallados (especie 2)
Sz

LL = 36.4:10° pM min™ L = (1-2)2.5-10% = 3.79:10 uM min! L, = 99.9:103 uM min™
[P.Ji = 0.497 pM [Pelar = 0.092 uM [Pelaz = 0.563 UM

En este caso, los valores de L, fueron casi dos érdenes de magnitud mayores que los de la especie 1. La
disminucidén de L; entre submuestras fue la misma que la de L, del caso anterior (1.4 veces). El L, disminuyd en
un factor de 2.2 entre las submuestras. La mayor diferencia en los pardmetros de este segundo ejemplo,

consistio en la duplicacidon del valor de L cuando se invierte la relacién de biomasa asignada a cada especie.

Partiendo del supuesto de la independencia de comportamiento de incorporacion de fosfato, puede concluirse
que se produjo una respuesta de la cinética diferente en cada especie (no homogénea), asociada a los pulsos
aplicados en el pretratamiento. Esta respuesta puede deberse a diferencias en la plasticidad fisioldgica de cada
taxdn, observandose que la especie que incorpord el fosfato a concentraciones mas bajas, fue la que modificd

mayormente su valor umbral (especie 2, en nuestro ejemplo).



