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1. Resumen

La Península Fildes ubicada en la Antártida Marítima alberga numerosos lagos
de origen glaciar, entre ellos el lago Uruguay. En estos lagos las duras
condiciones climáticas suponen fuertes controles a las comunidades que los
habitan dando como resultado cadenas tróficas relativamente cortas dominadas
por microorganismos en las que el bucle microbiano es la forma predominante
de transferencia de materia y energía. Estos microorganismos son muy sensibles
a los cambios químicos y físicos que ocurren en el lago, y por lo tanto también a
los que ocurren en su cuenca como por ejemplo el aumento de la escorrentía por
el retroceso glaciar. El objetivo de este estudio es generar información acerca de
las comunidades de bacterioplancton presentes en el agua superficial del lago
Uruguay y su relación con las distintas fuentes de carbono presentes en su
cuenca. A partir de un muestreo realizado en marzo de 2019 en el que se
colectaron muestras de agua superficial del lago Uruguay, se estimó la
abundancia del bacterioplancton, su diversidad a partir del gen ribosomal 16S, su
actividad bacteriana mediante la respiración y finalmente se llevó a cabo un
experimento en el que se incubó agua del lago con fuentes de carbono de
distinto origen. Como principales resultados se obtuvo que la abundancia
bacteriana se mantuvo en el orden de 105 y que gran parte de las bacterias se
encontraban adheridas a partículas de materia orgánica. Además, se estimó que
el 13% de la comunidad bacteriana se encontraba activa y los filos
Proteobacteriota, Verrucomicrobiota, Actinobacteriota y Bacteroidota, en conjunto
constituyeron alrededor de un 75 % de la abundancia total. Las muestras
presentaron una gran dominancia ya que los 10 ASVs (variantes de la secuencia
del amplicón) más abundantes representaron alrededor del 25% de la
abundancia total de los ASVs. Los experimentos empleando distintas fuentes de
materia orgánica mostraron que aquella proveniente de musgos y líquenes
presentes en la cuenca estimuló significativamente el crecimiento bacteriano,
mientras que la proveniente de agua del glaciar no provocó aumento significativo
de la abundancia. Este estudio representó un primer acercamiento para entender
las dinámicas de actividad y crecimiento del bacterioplancton en agua superficial
del lago antártico Uruguay. Dada la fuerte incidencia que el cambio climático está
teniendo en esa zona, se espera ocurran variaciones ambientales en la cuenca
del lago de los cuales el bacterioplancton podría dar cuenta, aumentando así el
ya fuerte interés por estudiarlo.
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2. Introducción

2.1. Antártida Marítima

La Antártida es el continente más remoto del planeta, a menudo descrito como el

último entorno prístino en la Tierra. Su aislamiento geográfico, condiciones

climáticas extremas y su limitada accesibilidad han limitado el impacto directo de

las actividades humanas (Peck et al., 2006). No obstante, a partir del primer

desembarco documentado en 1890 la presencia humana en el continente ha

aumentado en gran magnitud, con una transición de la explotación económica

(caza de focas, ballenas y pesca) y la exploración heroica, a la investigación

científica y el turismo (Bjørn y Headland, 2008; Schiffer, 2013). Según la

Asociación Internacional de Operadores Turísticos de la Antártida (IAATO, 2020)

aproximadamente 74.000 turistas visitaron la Antártida en la temporada

2019-2020, un aumento del 32 % con respecto a la temporada 2018-2019, y más

del doble que una década atrás. Tanto las actividades turísticas como las

científicas en la Antártida han causado impactos ambientales en el aire, agua

(dulce y marina) y la calidad del suelo incluyendo nieve y hielo, debido al

movimiento de personas en los medios terrestres y marinos, la gestión y

eliminación de residuos y aguas residuales (Tort et al., 2017).

Por su diversidad climática y geográfica el continente Antártico puede dividirse

en 3 regiones, la Antártida Continental, la Región subantártica y la Antártida

Marítima, que comprende la porción septentrional de la península antártica y los

archipiélagos de las Shetland del Sur, Orcadas del Sur y Sandwich del Sur. La

Antártida Marítima difiere de la región continental ya que posee un mayor

número de precipitaciones con valores de entre 400 y 600 mm anuales, y

temperaturas más altas con valores medios de más de 1ºC en verano, lo que

ha permitido el desarrollo de hábitats con mayor humedad y vegetación en

ella (Serrano Cañadas, 2001; Bently, 2009). Es una de las regiones del mundo

en la que se ha evidenciado de forma más drástica el efecto del cambio climático

(Quayle, 2002). Por ej. en la última mitad del siglo pasado se registró un

incremento de la temperatura promedio anual de unos 3,4 grados Celsius. Un
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aumento de la temperatura de tal magnitud puede dar lugar a temporadas de

deshielo más largas, mayor flujo de nutrientes hacia los lagos, incrementos

significativos de la temperatura del agua y cambios en la estratificación de los

lagos y vegetación de las cuencas (Lyons et al., 2006; Vega et al., 2021). Es

probable que con el tiempo estos cambios repercutan en las comunidades que

habitan los lagos generando cambios biológicos, como la persistencia de la

producción de fitoplancton, como consecuencia de una temporada de

crecimiento más larga (Quayle, 2002).

La Isla Rey Jorge es la más grande de las Islas Shetland del Sur, archipiélago

ubicado al noreste de la Península Antártica (figura 1.a). Se caracteriza por

poseer una gran diversidad biológica y fácil accesibilidad que ha permitido la

presencia humana en el Archipiélago (Serrano Cañadas, 2001). Durante el

verano se generan áreas libres de hielo principalmente en la costa sur de la isla.

Allí se encuentran muchas de las bases científicas antárticas, situándose la

mayoría en la Península Fildes (PF), al sureste de la isla, la cual funciona como

un centro logístico con un elevado tránsito de personas que la visitan. En ella

distintos intereses que van desde la investigación, la conservación de la

naturaleza, geología e historia del sitio, las operaciones de las bases científicas,

la logística del transporte y el turismo, se superponen.

La PF (62° 11´ S, 58° 58´ W) es un área de 38 km2 siendo el área sin cobertura

de hielo permanente más extensa de la isla (figura 1.b). Fue categorizada como

Área Antártica Especialmente Protegida (ASPA, N°125) por el Comité del

Tratado Antártico por su interés biológico y en paleobiología. Presenta líquenes y

musgos a lo largo de su superficie y alberga numerosos lagos de origen glaciar,

originados durante el Holoceno mediante el retroceso del Glaciar Collins, el cual

se encuentra en el extremo noreste de la península (Carrizo et al., 2019). Posee

un clima marítimo, durante el verano la temperatura oscila entre 2 y 3 °C

mientras que en invierno la media desciende a -7°C (Michael et al., 2012).

Actualmente es una de las regiones en la que el calentamiento y la retracción del

hielo avanzan más rápido en el mundo (Quayle, 2002). Muchos de sus lagos se

encuentran adyacentes a las bases de investigación, como es el caso del lago

Uruguay, el cual suministra agua a la Base Científica Antártica Artigas (BCAA).
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Parte de la superficie de los lagos se congela durante el otoño (~ 1 m) y

permanece así durante todo el invierno, descongelándose durante el verano

(Schmidt et al.,1990; Izaguirre et al., 2020).

Figura 1. a) Localización de la Isla Rey Jorge (King George Island) y de la Península Fildes. b)

Mapa de la Península Fildes con una flecha roja señalando al lago Uruguay.

Debido a que la superficie de los lagos ubicados en la Antártida marítima

permanece la mayor parte del año congelada, estos lagos se caracterizan por

alto grado de variabilidad intra e interanual en la morfometría, propiedades

físicas, químicas, biológicas de sus masas de agua y en el grado de interacción

con su entorno (Vincent, 2008). La recesión glacial, la capa de nieve y hielo, y el

agua derretida que ingresa en los meses de verano son factores importantes que

controlan dichos sistemas acuáticos en distintas escalas de tiempo. En general,

estos lagos reciben pocos aportes de nutrientes y de materia orgánica desde sus

cuencas, que provienen principalmente del deshielo de la nieve local y de los

glaciares, a excepción de aquellos lagos cercanos a colonias de aves o

mamíferos que pueden llegar a ser mesotróficos e hipertróficos (Izaguirre et al.,

1998). En estos lagos, la dinámica del fitoplancton responde principalmente a

estrategias de invernada, como la mixotrofía o formas en etapa de reposo,
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aunque en verano reciben aportes alóctonos de materia orgánica e inorgánica

que pueden sustentar la productividad del lago (Laybourn-Parry, 2002).

2.2 Bucle microbiano en lagos Antárticos

La actividad bacteriana en los ecosistemas acuáticos, como la respiración y la

producción de biomasa, depende del suministro de carbono y energía

proveniente principalmente de la MOD (materia orgánica disuelta). La producción

bacteriana es la síntesis de biomasa bacteriana a partir de precursores orgánicos

y de nutrientes inorgánicos. La respiración es el proceso por el cual un substrato

es oxidado completamente a CO2 y agua, con participación de una cadena de

electrones ubicada en la membrana plasmática, en la cual el aceptor final es el

oxígeno molecular u otro compuesto inorgánico. Dado que el bacterioplancton

domina la cadena trófica en estos sistemas acuáticos antárticos dichas funciones

ecosistémicas tienen una mayor influencia en el funcionamiento del sistema en

relación con los lagos templados. Sin embargo, no toda la comunidad del

bacterioplancton se encuentra activa en un momento determinado y poco es

sabido acerca de cómo las condiciones ambientales extremas en estos

ecosistemas repercuten sobre su actividad (Ducklow, 2000).

La composición y concentración de la MOD es uno de los principales factores

que regulan a las comunidades microbianas acuáticas en términos de diversidad

y actividad (Rossello-Mora et al., 1999; Findlay et al., 2003). Comprender cómo

las variaciones en la MOD repercuten sobre la actividad del bacterioplancton y

por lo tanto sobre el ciclo del carbono en un sistema como el lago Uruguay, que

se encuentra afectado simultáneamente por la pronunciada variabilidad climática

y la creciente variabilidad ambiental debida a las actividades humanas, resulta

fundamental.

Debido a que las condiciones ambientales polares imponen serias restricciones a

la vida, los lagos Antárticos poseen redes tróficas simplificadas dominadas por

microorganismos, incluyendo virus, bacterias, fitoplancton, protozoos, y

poblaciones de metazooplancton como copépodos, anostráceos y rotíferos

(Rochera et al., 2011). Esto implica que la principal ruta de transferencia de
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biomasa es mediada por el bacterioplancton a través del bucle microbiano,

mediante el cual la incorporación de la MOD es transferida a niveles tróficos

superiores gracias a la depredación (Azam et al., 1983). Debido a dicha

simplicidad en su trama trófica y sus características físicas y químicas, estos

lagos son considerarlos centinelas de cambio ambiental reflejándose por ejemplo

en una sensibilidad a los impactos ambientales externos como aumentos el la

cantidad de luz y nutrientes por parte de sus comunidades microbianas (Quayle

et al., 2002; Vincent et al., 2008). Un estudio previo llevado a cabo en el lago

Uruguay por Morel et al., 2015, demostró variaciones en la abundancia del

bacterioplancton cultivable en respuesta a cambios fisicoquímicos del agua

(temperatura, conductividad y pH). Otro estudio más reciente, que empleó un

enfoque paleolimnológico y un método molecular para estimar diversidad

bacteriana independiente de cultivo como el que se va a emplear en el presente

proyecto, demostró que el retroceso del Glaciar Collins ocurrido en el último siglo

provocó una disminución de la riqueza bacteriana y un cambio en la composición

de las comunidades bacterianas que perdura hasta la actualidad

(García-Rodríguez et al., 2021). Estos autores proponen que dichos cambios

ocurrieron como consecuencia de un aumento de la escorrentía (causado por el

derretimiento del Glaciar) y el consiguiente ingreso de materia orgánica alóctona

al lago, configurando un posible proceso de eutrofización del lago Uruguay. Más

recientemente, un estudió que exploró la diversidad de comunidades

microbianas en siete lagos de la PF, encontró que las mayores variaciones en la

diversidad fueron estacionales relacionándose con la desaparición de la

cobertura del hielo durante el verano, lo que podría explicarse asimismo por

aumentos de la escorrentía durante el período sin hielo (Bertoglio, et al., 2023).

2.3 Estimación de la respiración bacteriana

Con frecuencia se requiere la enumeración de bacterias metabólicamente

activas en muestras ambientales para realizar distintos tipos de análisis como

estimar la productividad del sistema, el recambio de biomasa, entre otros. Para

este tipo de análisis los procedimientos de recuento en placa no son de gran

utilidad para observar directamente células activas in situ, especialmente cuando
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las células están adheridas a partículas suspendidas u otras superficies sólidas

(Rodríguez et al.,1992). Décadas atrás del Giorgio y Scarborough recopilaron

evidencia a través de varias fuentes y metodologías de estudio, llegando a la

conclusión de que el recuento total de bacterioplancton marino y de agua dulce

está dominado por células inactivas (del Giorgio y Scarborough, 1995). Los

factores globales que limitan las tasas de crecimiento bacteriano a nivel

unicelular y el rendimiento de biomasa que se relacionan directamente con el

metabolismo bacteriano son la temperatura y el suministro de sustratos y

nutrientes. Estos son los factores “de abajo hacia arriba”, mientras que la

eliminación de biomasa por parte de los depredadores y los virus son los

factores potenciales “de arriba hacia abajo” que controlan la biomasa a nivel de

poblaciones y comunidades (Pace, 1999).

La respiración bacteriana puede ser utilizada como un indicador de actividad

metabólica. Se puede estimar ya sea mediante la medición de la concentración

de oxígeno usando sensores (nivel poblacional) o a nivel celular mediante

técnicas que emplean colorantes fluorescentes (ej. el colorante redox CTC

(5-ciano-2,3-ditolil cloruro de tetrazolio)) que al ser incorporados a células con

una cadena de transporte de electrones activa se reduce intracelularmente

formando un precipitado insoluble y fluorescente que se puede detectar y

cuantificar por microscopía de epifluorescencia y/o confocal (Rodríguez et

al.,1992).

La eficiencia de crecimiento bacteriano es un indicador que puede resultar muy

útil para describir las dinámicas de estas poblaciones, es un estimador de la

cantidad de biomasa fijada. Se obtiene al realizar la relación entre la producción

secundaria bacteriana y el carbono orgánico asimilado por las bacterias. (del

Giorgio y Cole, 1998).

2.4 Estudio de la diversidad microbiana

La diversidad microbiana se puede definir como la variedad de diferentes tipos

de bacterias, arqueas, protistas y hongos microscópicos que habitan la biosfera.
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Estos organismos definen los límites de la vida y crean condiciones propicias

para la supervivencia y evolución de otros seres vivos (Dunlap, 2001).

El bacterioplancton se encuentra compuesto por miembros de los dominios

Bacteria y Archaea que se encuentran en la columna de agua, y constituye la

gran mayoría de la diversidad taxonómica en los océanos mundiales, así como la

de los ambientes acuáticos de agua dulce (Ducklow, 2019).

Las técnicas de biología molecular que identifican microorganismos a través de

marcadores moleculares son actualmente las más utilizadas para analizar su

diversidad, incluyendo la estructura de las comunidades bacterianas y su

riqueza, sin la necesidad de cultivos puros y permiten la detección de

organismos no cultivables, por lo que son una gran herramienta en la

microbiología ambiental (Cortés-López, 2021).

El marcador más empleado para este tipo de estudios es el gen que codifica

para el ARN ribosomal de la subunidad menor del ribosoma bacteriano (ARNr

16S), que por ser parte de la síntesis proteica presenta regiones de su secuencia

conservadas y por tanto comunes a la mayoría de los organismos, así como

regiones variables e hipervariables que permiten realizar estudios filogenéticos

detallados (Woese, 1987). Al ser comúnmente utilizado como marcador

taxonómico existen bases de datos que contienen un gran número de

secuencias, por ejemplo, la base de datos SILVA en su versión 138.1

(actualización hasta la fecha más reciente) posee más de 9 millones de

secuencias de ARN ribosomal.

(https://www.arb-silva.de/documentation/release-1381/)

Actualmente existen métodos capaces de detectar variantes de secuencias de

amplicón (ASV) que pueden resolver diferencias entre secuencias de hasta un

solo nucleótido en la región secuenciada. Esto implica grandes ventajas ya que

se puede lograr una resolución más fina de la diversidad presente en la muestra

(Callahan et al., 2017).

Explorar aspectos del bacterioplancton en lagos antárticos, como su abundancia,

diversidad, actividad y preferencias en las fuentes de carbono, es fundamental

debido a su gran sensibilidad a los cambios ambientales. Estudiar estas
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características nos ayudará a comprender mejor cómo estas comunidades

microbianas responden a los cambios que actualmente están ocurriendo en su

entorno.
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3 Objetivos

El objetivo de este estudio es generar información acerca de la comunidad del

bacterioplancton del agua superficial del lago Uruguay y su relación con las

distintas fuentes de carbono presentes en su entorno.

Objetivos específicos:

- Conocer la abundancia de bacterias presentes en agua superficial del

lago Uruguay y la proporción que se encuentra activa.

- Describir la diversidad de bacterias presentes en el agua superficial del

lago Uruguay.

- Determinar cuáles de las fuentes de carbono disponibles en la cuenca del

lago estimulan el crecimiento del bacterioplancton.

Hipótesis: Debido a que los lagos antárticos suelen ser oligotróficos, cuentan con

baja biomasa de productores primarios, sus tramas tróficas suelen ser cortas, y

el bucle microbiano es su principal fuente de transferencia de biomasa y energía.

El ingreso de materia alóctona característica de la cuenca generará una oferta

de carbono que les permitirá a las poblaciones microbianas allí presentes

aumentar su abundancia.
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4 Materiales y métodos

4.1 Sitio de estudio y toma de muestra

El lago Uruguay (62°10′59.4′′S, 58°54′31.6′′W) también conocido como lago

Profundo, Ozore Gluboke (Rusia) y Tiefersee (Alemania) (figura 2), es un lago de

origen glaciar que ocupa 69.781 m2 de superficie (Carrizo et al., 2019). Se

encuentra ubicado al noreste de la PF a 624 m del Glaciar Collins, y próximo a la

Base Científica Artigas. Su profundidad máxima es de 14,7 m (Watcham et al.,

2011). Por su ubicación en la PF se encuentra situado cerca de plataformas

marinas y una playa formada durante el Holoceno tardío, por lo que recibe rocío

marino (Carrizo et al., 2019). Durante el invierno se forma en él una capa de

hielo de aproximadamente 1 m y en su cuenca no existen colonias de pingüinos

ni de focas, lo que podría ser un potencial factor de eutrofización en esta zona

(Schmidt et al. 1990).

Figura 2: lago Uruguay. Se observan los musgos que crecen a la orilla del lago (marrón) así como

los líquenes que se encuentran más arriba de la orilla
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Las muestras que se emplearon en este trabajo provienen de un muestreo

realizado durante el mes de marzo de 2019 (fin del verano austral), en el que se

tomó agua superficial del lago Uruguay (ver 4.2). Una vez tomadas las muestras

se trasladaron inmediatamente al laboratorio de la base Antártica Artigas con el

objetivo de realizar distintas aproximaciones experimentales.

4.2 Análisis del bacterioplancton del lago Uruguay

4.2.1 Abundancia bacteriana - se tomó una muestra de agua del lago en un

bidón y se fraccionó en 6 frascos. Tres de esos frascos fueron fijados

inmediatamente con paraformaldehído (PFA) (tres réplicas del control negativo),

y el resto de los frascos fueron incubados del lago durante 120 horas. Con el fin

de mantener a las muestras a la misma temperatura a la que se encontraba

expuesto el lago la incubación se realizó fuera de la base, a la intemperie. Se

tomaron muestras a tiempo 0, 15, 24, 48, 72 y 120 horas (tiempo final) (tres

réplicas por tiempo). Además, a tiempo 0 y 120 horas se tomó una submuestra y

se incubó con CTC (50mM) para determinar la actividad respiratoria al inicio y al

final de la incubación. Las muestras obtenidas de cada tiempo de incubación

fueron fijadas con PFA durante 1 hora y congeladas a -20 °C para su posterior

procesamiento.

En el laboratorio de Microbiología del IIBCE se filtraron 1-2 ml de muestra de

cada tratamiento por filtros de 0,2 μm con el objetivo de retener al

bacterioplancton. Estos filtros fueron secados y teñidos con DAPI (4

',6-diamidino-2-fenilindol) a concentración 1 mg L-1 preparado en PBS (solución

salina tamponada con fosfato), durante 5 minutos en la oscuridad. Luego se

enjuagaron con agua destilada durante 1 minuto en agitación y oscuridad, se

secaron y montaron en un portaobjetos utilizando un medio de montaje

anti-decoloración, ProLong™ Gold Antifade Mountant. El DAPI marca a la

totalidad de las células fijadas en el filtro por ser un colorante con afinidad al

ADN (Porter y Feig, 1980). Los filtros se analizaron con un microscopio de

epifluorescencia Olympus FV -300.
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La estimación de la abundancia bacteriana se realizó utilizando la técnica

descrita por Porter y Feig, (1980), que consta en realizar conteos de las células

presentes en un gran número de campos de un área conocida del filtro al azar,

para finalmente a partir del número de células contado, el volumen de agua

filtrado, el área del filtro, y el área y número de campos, estimar la abundancia

de bacterias (ver fórmula abajo). Debido a la tendencia que se observó de las

bacterias a agregarse en acúmulos se realizó una distinción entre células libres,

células en acúmulos y células totales. El conteo se realizó manualmente,

contándose no menos de 1000 células por filtro.

Abundancia = Bacterias contadas x Área del filtro

por ml Campos x Volumen filtrado x Área de campos

4.2.2 Actividad bacteriana - Para determinar el número de células bacterianas

con actividad respiratoria, se cuantificó la abundancia relativa de células que

presentaron marca positiva con CTC en las muestras de tiempo inicial y final del

experimento. El protocolo de tinción con CTC seguido fue tomado del trabajo de

Kruk et al., 2017. Se incubaron 500 ml de las muestras extraídas a tiempo final e

inicial con 50 ml de reactivo CTC 50 mM (Sigma) durante 1 hora en la oscuridad

a temperatura ambiente. La reacción se detuvo mediante la adición de PFA a

una concentración final del 2%. La detección y cuantificación se realizó mediante

microscopía confocal (Rodríguez et al., 1992), equipado con un láser de 488 nm

emitiendo luz a 600 nm de manera de cuantificar las bacterias CTC positivas

como consecuencia de la respiración. Se tomaron 20 fotos con el microscopio

para cada réplica a tiempo inicial y final, a partir de las cuales se cuantificaron las

bacterias totales (teñidas con DAPI) y las bacterias que presentaban

superposición entre el DAPI y el CTC (activas). Como control negativo se utilizó

una muestra de agua previamente fijada. Finalmente, se calculó la proporción de

células activas respecto al total de las células, restándole la proporción obtenida

en el control negativo.
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4.2.3 Diversidad bacteriana- Se determinó la diversidad bacteriana del lago a

través de una aproximación basada en metabarcoding del gen ARNr 16S (Meyer

et al., 2008). Se filtraron 200 ml de muestra de agua del lago in situ y a tiempo

final de incubación (120 h) a través de un filtro de celulosa con un tamaño de

poro de 0,2 μm el cual se conservó a -20 °C para su posterior extracción de ADN

y análisis de la diversidad bacteriana.

Para la extracción de ADN en primer lugar se realizó la lisis celular de las

muestras siguiendo el protocolo utilizado por Bertoglio et al., 2023, los filtros se

colocaron en tubos de 2 ml conteniendo una solución de lisis compuesto por 1%

CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) y EDTA, junto a esferas de cerámica

de 1,4 mm de diámetro; y homogeneizadas en un equipo FastPrep durante 40

segundos a 6 ms-1. Luego el lisado obtenido fue sujeto a purificación empleando

un equipo “PurPrep 32 (MOLGENE)” basado en la tecnología de separación con

esferas magnéticas. La concentración y calidad del ADN se confirmó mediante

espectrofotometría (NanoDrop).

El ADN obtenido se empleó como molde para amplificar por PCR (reacción en

cadena de la polimerasa) la región V4 de la subunidad 16S del gen ARN

ribosomal. El ciclado de la PCR se puso a punto a partir del empleado en Picazo

et al., 2019 para muestras acuáticas de lagos antárticos. Consistió en una

desnaturalización inicial a 94ºC durante 5 minutos; 35 ciclos de:

desnaturalización a 94ºC por 30 segundos, hibridación a 45ºC por 30 segundos y

extensión a 72ºC por 30 segundos; y finalmente una extensión final a 72ºC por 7

minutos. Para cada reacción de 25 µL se empleó: los primers 520F y 802R (0,2

µL de cada uno a 10 µM), 2,5 µL de buffer Taq, 0,2 µL de ADN Taq polimerasa

(5U/ µL), 1,75 µL de cloruro de magnesio, 0.5 µL de dNTPs (10 mM), 0,5 µL de

BSA (30 mM), 2 µL de ADN molde. La PCR se realizó por triplicado para cada

muestra y su producto de amplificación se visualizó a través de una corrida

electroforética en gel de agarosa. Finalmente al constatar que el ADN extraído

fue de buena calidad y que el gen amplificado correspondió al gen ribosomal 16S

de interés. Se juntaron en un pool las 3 amplificaciones y se secuenciaron en la

plataforma de secuenciación masiva del IIBCE (IonTorrent S5).

17



A partir de los archivos de secuencias en formato FASTQ resultados de la

secuenciación, se procedió con el análisis bioinformático mediante el algoritmo

DADA2 (Callahan et al., 2017) utilizando en software R. Dicho algoritmo

identifica los errores de secuenciación mediante un método automatizado

aprendiendo de los propios datos, identificando las variaciones reales de los

amplicones y generando ASVs (variantes de la secuencia del amplicón).

En primera instancia se realizó un análisis de calidad de las secuencias, seguido

por un filtrado y recorte de estas a través de la función filterAndTrim, que se basa

en la puntuación de calidad de secuencia para estimar la probabilidad de que

haya un error. Se eliminaron las lecturas con un error máximo esperado (maxEE)

superior a 2 y las lecturas se cortaron en ambos extremos a 10 y 230 pares de

bases de modo que se obtuvieron únicamente secuencias de 220 pares de

bases. Las variaciones de las secuencias se dedujeron con la función

learnerrors. Se eliminaron las secuencias quimeras y finalmente se le asignó la

taxonomía de reino a género con la función assignTaxonomy, mediante la base

de datos SILVA (v138). Utilizando la librería Phyloseq, se creó un objeto

phyloseq conteniendo información sobre las secuencias asociadas a su

respectiva identidad taxonómica y la abundancia de reads de cada secuencia.

Se eliminaron los ASVs que presentaron abundancia total menor a 5 reads, así

como los que fueron identificados taxonómicamente como mitocondrias y

cloroplastos y finalmente, los que no pudieron ser asociados a ningún phylum.

Para asegurar que se alcanzó una profundidad de muestreo óptimo, con la

librería Vegan se realizaron curvas de rarefacción de ASVs observados versus

profundidad de muestreo (abundancia de reads).

4.3 Efecto de las distintas fuentes de carbono sobre la abundancia
bacteriana

Con el objetivo de determinar si la fuente de carbono utilizada por las bacterias

afecta la abundancia de estas, se realizó un experimento que consistió en

incubar una muestra de agua del lago Uruguay con extracto de musgos y

líquenes recolectados a orillas del lago (de aquí en adelante denominado
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extracto vegetal), una segunda muestra incubada con agua proveniente

directamente del Glaciar Collins y una tercera muestra como control negativo

que sólo contenía agua del lago. Tanto el agua de glaciar y como el extracto

vegetal una vez recolectados se mantuvieron 10 días a 4ºC, pasado este tiempo

fueron pasados por un filtro de 1,2 . Se le añadió 5 gr de los filtrados deµ𝑚

glaciar y extracto vegetal a las respectivas incubaciones. Cada tratamiento

(extracto vegetal, agua del glaciar y control negativo) se incubó por triplicado, se

extrajeron submuestras cada 0, 96 y 192 hrs (tiempo final) y las muestras se

trataron de la misma forma que en el experimento anterior: se fijaron con PFA y

se conservaron a -20 ºC. Luego en Montevideo se filtró 5 ml de cada muestra en

filtros de 0,22 µm, se tiñeron con DAPI y se cuantificó la abundancia bacteriana

por microscopía de epifluorescencia (figura 3).

Figura 3: Esquema del experimento con las distintas fuentes de carbono del presente estudio.

4.4 Análisis estadísticos

Se realizaron pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para la variable abundancia

bacteriana de los diferentes experimentos. Luego de corroborar que dicha

variable cumplía con el supuesto de normalidad, se realizaron test de ANOVA

para explorar la significancia en las diferencias de abundancia bacteriana entre

los distintos tiempos de incubación. Para el análisis de la actividad bacteriana en

19



el lago se realizó nuevamente el test de normalidad Shapiro-Wilk seguido de una

prueba T pareada. Finalmente, a partir de los resultados de secuenciación

masiva se estimó la diversidad alfa a través de la riqueza observada y los índices

de Shannon y Simpson en R.

5. Resultados

5.1 Abundancia bacteriana

Para la estimación de la abundancia bacteriana presente en el lago se analizaron

24 filtros y se cuantificaron 29.524 células. Se distinguió entre bacterias en

acúmulos (formando agregados en torno a partículas) y bacterias libres, cuya

suma constituyó a las bacterias totales. En la figura 4 pueden apreciarse

ejemplos de bacterias libres y en acúmulos. La abundancia total promedio

(bacterias libres + bacterias en acúmulos) se osciló entre 1,40 X 105 y 4,25 X 105

bacterias por ml durante toda la incubación, siendo el promedio de las bacterias

en acúmulos el que mostró una mayor variación temporal, disminuyendo en el

tiempo final a una abundancia de 4,32 X 103 bacterias/ml. A las 24 horas de

incubación, el 45% de las bacterias se encontraban formando acúmulos, seguido

de un máximo que alcanzó el 84% de las bacterias totales a las 48 horas, para

volver a un 42% a las 72 horas y finalmente disminuir alcanzadas las 120 horas

de incubación (figura 5). Los valores promedio obtenidos en las muestras que

correspondían a 48 horas de incubación presentaron valores tan altos debido a

que en una de las réplicas contabilizada se encontraba una cantidad inusual de

materia orgánica y grandes acúmulos. Por lo tanto, el aumento y disminución de

abundancia de bacterias totales fueron acompañados por un aumento y

disminución en el número de acúmulos (Tabla 1).
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a b

Figura 4: Fotos tomadas a partir de muestras de agua superficial del lago Uruguay. a) Foto de

una aglomeración de bacterias en torno a materia orgánica, b) bacterias de vida libre.

Figura 5: Abundancia de bacterias por ml en función del tiempo de incubación de bacterias

totales (azul), bacterias en acúmulos (rosado) y bacterias libres (verde)
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Tabla 1 número de acúmulos promedio registrados para cada tiempo de incubación.

Horas Número de acúmulos

0 10

15 10

24 12

48 8

72 10

120 1

5.2 Actividad bacteriana

Se observó que al inicio de la incubación el 13% de las células contabilizadas se

encontraban activas, mientras que a tiempo final no se observaron bacterias

activas. En la figura 6a se observan las bacterias totales teñidas con DAPI,

mientras que en la figura 6b se pueden observar únicamente las células activas

(CTC positivas), ambas imágenes corresponden a un mismo campo.

a b

Figura 6: Microscopía confocal de bacterias presentes en el lago Uruguay. a) señal emitida por

DAPI y CTC, b) señal emitida por el CTC (filtración de la señal emitida por el DAPI).
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5.3 Diversidad bacteriana

En la figura 7 se observan los productos de amplificación de las PCRs obtenidos

para cada una de las tres réplicas de agua tomadas luego de 120 horas de

incubación, para una muestra control de la incubación fijada con PFA a tiempo

cero (K) y para la muestra in situ del lago. El producto de amplificación fue el

esperado de 282 pares de bases.

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa teñida con GelRed de los productos de amplificación

obtenidos para cada muestra. A, B y C: tres réplicas de la incubación a tiempo final, K: control de

la incubación fijado a tiempo 0, Uy: muestra de agua in situ del lago Uruguay, MPM: marcador de

peso molecular, C-: control negativo y C+: control positivo. La flecha muestra el amplicón del

tamaño esperado.

Mediante el análisis de secuencia de los productos de amplificación obtuvieron

un total de 1789 ASVs. A partir de las curvas de rarefacción se logró determinar

que la profundidad de secuenciación fue adecuada para capturar la diversidad

bacteriana en las 4 muestras (Figura 8).
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Los índices de diversidad calculados (Shannon, inverso de Simpson) y riqueza a

partir de las muestras incubadas durante 120 horas y la muestra tomada in situ

no muestran grandes diferencias (figura 9). Si bien la réplica B de la muestra

incubada durante 120 horas obtuvo el menor tamaño de muestra (menor

abundancia de reads) y menor riqueza específica, presentó un mayor valor del

inverso de Simpson (figuras 8 y 9).

Proteobacteria fue el filo dominante en las muestras alcanzando más del 50% de

la abundancia en 3 de las 4 muestras seguido de Verrucomicrobiota,

Actinobacteriota y Bacteroidota. En conjunto estos 4 filos constituyeron alrededor

de un 75 % de la abundancia total (figura 10). Los 10 ASVs mayormente

representados en las 4 muestras pertenecieron a los géneros

Rhodopseudomonas, Bradyrhizobium y Methylobacillus y representaron

alrededor del 25% de la abundancia total de los ASVs cuantificados exceptuando

la réplica B donde representaron un 12%.

Figura 8: Curvas de rarefacción obtenidas a partir de muestras de agua superficial del lago
Uruguay; A, B y C: réplicas a 120 horas de incubación, Uy: muestra de agua in situ del lago
Uruguay.
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Figura 9: Diversidad alfa (riqueza observada, índice de Shannon e inverso de Simpson) para una

muestra de agua in situ del lago Uruguay (In situ) y para tres réplicas luego de las 120 horas de

incubación (120 h).

Figura 10: Abundancia relativa de los filos con porcentajes mayores al 5%. A, B y C: réplicas del

agua superficial del lago Uruguay luego de 120 horas incubación, Uy: muestra de agua

superficial in situ.
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5.4 Experimento con fuentes de carbono

En las 27 muestras procesadas se contabilizaron un total de 29310 bacterias. En

el tratamiento con extracto vegetal, la abundancia total de bacterias aumentó

significativamente a lo largo del tiempo y con respecto a los dos restantes

tratamientos (ANOVA de dos vías, p < 0,05), alcanzando una abundancia de

8,45 X 105 bacterias/ml (figura 11). Las bacterias incubadas con el extracto

vegetal a partir de las 96 horas de incubación presentaron un aspecto y

distribución uniforme, la mayor parte de la comunidad consistió en bacilos de

gran tamaño en comparación al resto de las bacterias observadas en este

estudio (figura 12). No se observaron diferencias significativas de abundancia

bacteriana entre el tratamiento control y el tratamiento con agua de glaciar.

Tampoco se observaron diferencias significativas en la abundancia del

bacterioplancton a lo largo del tiempo de incubación en ambos tratamientos,

manteniéndose entre 6,91 X 104 y 1,09 X 105 bacterias/ml en el tratamiento

control. Los valores más bajos de abundancia de todo el estudio se obtuvieron

en el tratamiento inoculado con agua de glaciar como fuente de materia

orgánica, presentando una abundancia mínima promedio de 4,56 X 104. No se

observaron cambios en el aspecto de las bacterias a lo largo del tiempo en la

incubación con agua de glaciar, siendo la comunidad observada muy similar a la

comunidad de las bacterias en el control (Figura 13).
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Figura 11: Abundancia de bacterias por ml en función del tiempo para los tres tratamientos del

experimento: agua de glaciar, control negativo y extracto vegetal.
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Figura 12: Microscopía de epifluorescencia de una muestra incubada con extracto vegetal a

tiempo final (192 hrs).

Figura 13: Microscopía de epifluorescencia de una muestra incubada con agua del glaciar Collins

a tiempo final (192 hrs).
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6 Discusión

Es reconocido el importante rol que posee el bacterioplancton en la trama trófica

de todos los ecosistemas acuáticos, pero esta cobra mayor dominancia en los

lagos polares debido a que poseen cortas cadenas tróficas (Laybourn-Parry et

al., 2001), y median la principal vía de nutrientes a través del bucle microbiano.

Estos lagos son particularmente sensibles a los cambios de temperatura, lo que

se ve reflejado en los periodos libres de hielo, momento en donde cambia

radicalmente la producción del sistema (Rochera et al., 2010). Dichos períodos

productivos son muy importantes ya que en ellos el lago recibe entradas de

nutrientes orgánicos e inorgánicos que subsidian el sistema (Camacho, 2006).

6.1 Abundancia bacteriana del lago Uruguay

Las abundancias bacterianas obtenidas a partir de la incubación del agua del

lago se mantuvieron en el rango entre 1,40 X 105 y 4,25 X 105, siendo el

presente estudio el primero en cuantificar la abundancia del bacterioplancton en

agua superficial en el lago antártico Uruguay. Las abundancias registradas para

los lagos antárticos muestran una gran variabilidad, debido al distinto aporte de

nutrientes al que se encuentran expuestos. En un estudio en el que se estimó la

abundancia del bacterioplancton a través de epifluorescencia en conjunto con el

colorante DAPI y citometría de flujo en 7 lagos antárticos con distinto estado

trófico en la Península Antártica se encontraron abundancias que iban desde 5,5

x 10 hasta 1,2 x 10 células por ml. Estas diferencias en abundancias fueron⁴ ⁶

atribuidas a los distintos estados tróficos de los lagos, obteniéndose los valores

más altos en los lagos con mayor suministro de nutrientes (Schiaffino et al.,

2011). En particular para los lagos antárticos, árticos y montañosos, la descarga

generada por el deshielo es la entrada más importante de nutrientes y materia

orgánica, la cual asimismo es responsable del transporte de sedimentos

(Vincent, 2008).
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En el presente estudio, las muestras fueron tomadas en marzo (finales del

verano), momento en el cual el lago ya ha recibido la mayor parte de nutrientes a

través de escorrentía por descongelamiento y producción primaria, siendo

probablemente el momento del año de mayor actividad metabólica y abundancia

del bacterioplancton. En un estudio estacional sobre el bacterioplancton

previamente realizado en varios lagos de la PF incluyendo al lago Uruguay, las

principales diferencias en su diversidad fueron debido a la presencia- ausencia

del hielo (Bertoglio et al; 2023). Es posible que la escorrentía no solo aumente

los niveles de nutrientes del lago, sino que trae consigo bacterias presentes en el

suelo, hielo, vegetación entre otros. De hecho, uno de los diez taxones

detectados con mayor abundancia en la secuenciación corresponde al género

Bradyrhizobium, caracterizado por su capacidad de fijar nitrógeno y encontrarse

asociado a raíces (Jordan, 1982).

Al realizar las primeras observaciones al microscopio, una de las características

más llamativas de las muestras es la distribución espacial heterogénea que

presentan las células en la que gran parte de la comunidad se encontraba

aglomerada en torno a partículas, distribución que se encuentra asociada a

ambientes oligotróficos acuáticos (Yawata, et al., 2014). El número de bacterias

formando acúmulo varió mucho entre las muestras. En promedio fue

responsable de un 44% de la abundancia, y el principal responsable del aumento

de abundancia registrado a las 48 horas de incubación, ya que para dicho tiempo

se duplicó el número de bacterias formando acúmulos, alcanzando en promedio

un 82% de la abundancia total. Si bien no se observó en total un mayor número

de acúmulos promedio, los que se observaron fueron de mayor tamaño.

Las abundancias presentaron altos desvíos estándar debido a que las réplicas

eran muy heterogéneas entre sí, al estar la abundancia de bacterias muy

asociada a la abundancia y tamaño de los acúmulos. Dado que estos no

presentaron una distribución homogénea en los filtros, se obtuvieron mayores

desvíos en los filtros que presentaban mayor cantidad de bacterias formando

parte de acúmulos, en comparación con los filtros que presentaban mayor

abundancia en bacterias de vida libre.
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Desde hace varias décadas se ha descrito la presencia de acúmulos de

bacterias en ecosistemas acuáticos. Para Grossart (2010) el conjunto de

bacterias de "vida libre" consta de dos tipos: bacterias de vida "verdaderamente"

libres que pasan todo su ciclo de vida como células individuales, y bacterias que

pasan la mayor parte de su ciclo de vida unidos a partículas vivas y/o no vivas.

Esta conclusión se basa en trabajos como los de Stocker et al., (2008) en el que

mediante el uso de dispositivos de microfluidos, demostraron que las bacterias

son realmente capaces de explotar eficientemente parches de nutrientes. La

especie bacteriana utilizada Photobacterium haloplanktis mostró una rápida

respuesta quimiotáctica a un pulso de nutrientes. También se demostró mediante

experimentos utilizando perlas de agar artificiales, que las bacterias pueden

unirse y desprenderse rápidamente a partículas (Kiørboe et al., 2002). En otro

trabajo utilizaron bacterias marcadas y demostraron que existe un intercambio

frecuente entre bacterias de vida libre y bacterias adheridas a organismos

superiores (Grossart et al., 2003). Esta capacidad de las bacterias de

aglomerarse y luego separarse volviéndose de vida libre en la columna de agua,

se atribuye a una estrategia de supervivencia que les permite adaptarse

rápidamente a los cambios temporales y espaciales en su entorno al explotar

fuentes puntuales de materia orgánica, como partículas/agregados y organismos

superiores. Lo que les permite responder eficientemente a las fluctuaciones

ambientales, incluyendo períodos de reducción de materia orgánica y

disponibilidad de energía (Grossart et al., 2010).

A lo largo del tiempo de incubación la cantidad de bacterias en acúmulos

disminuyó drásticamente, esto puede deberse en parte a un agotamiento en los

nutrientes de las partículas en torno a las cuales se generan los acúmulos.

Asimismo, la disminución de los acúmulos a lo largo del tiempo podría explicarse

debido a que fueron un blanco más atractivo para la depredación que las

bacterias de vida libre. En uno de los filtros utilizados para realizar la estimación

de la abundancia se observó un organismo multicelular que se lograba

vislumbrar incluso con un aumento de 10X. Que este organismo se trate de un

potencial depredador capaz de generar una disminución en el número de

acúmulos es la hipótesis más factible para explicar su disminución hacia el final

de la incubación. Según esta hipótesis la depredación obraría como uno de los
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grandes influenciadores en la comunidad de bacterias, al menos en la incubación

realizada para este estudio.

Las duras condiciones climáticas que experimentan los organismos que habitan

los lagos polares generan un fuerte control abiótico. Este factor es considerado

el más importante en este tipo de ambientes, estructurando a las comunidades

planctónicas y relegando a las interacciones bióticas a un rol más secundario

(Krebs, 2001). De esta manera los factores decisivos en la estructuración de las

comunidades que habitan los lagos serían los ciclos de congelación, la

disponibilidadde nutrientes, la influencia marina y la estratificación química

(Simmons et al., 1993). Sin embargo, se ha propuesto que durante el verano,

momento en el que fueron tomadas las muestras del presente estudio, las

restricciones climáticas se atenúan y el control “de arriba hacia abajo” de las

poblaciones podría empezar a jugar un rol más importante en la comunidad

planctónica. (Camacho y Fernández-Valiente, 2005; Camacho, 2006). Las redes

tróficas en lagos antárticos carecen de depredadores vertebrados y en ellas el

zooplancton, cuando está presente, asume el papel de nivel trófico superior

actuando como consumidor tanto de bacterioplancton como de protozoos

flagelados y ciliados (Roberts et al., 1999). Se han reportado en diversos lagos

antárticos la presencia de rotíferos, copépodos, ciliados y anostráceos (Izaguirre

et al., 2003; Toro et al, 2007). En un estudio realizado en dos lagos con distintos

niveles de productividad de la Antártida Marítima, se demostraron fuertes

interacciones tróficas entre copépodos, flagelados y bacterias (Tranvik y

Hansson, 1997). Previo a dicho trabajo, varios autores ya habían hipotetizado la

importancia de la depredación como un factor relevante para explicar la

abundancia del fitoplancton en lagos antárticos (Hansson, 1992; Hansson et al.,

1993). Este potencial control por los consumidores marcaría una importante

diferencia entre los lagos de la Antártida continental, carentes de poblaciones

conspicuas de zooplancton respecto a los lagos de la Antártida marítima, donde

la presencia de zooplancton, y concretamente de copépodos calanoides es

habitual (Bayliss et al., 1997). Debido a que la disminución de abundancia total

registrada a tiempo final en la incubación se vio acompañada de una drástica

disminución de la cantidad de acúmulos, es posible que haya sido generada por
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la depredación por parte de organismos de un tamaño tal que les permitiera

ingerir acúmulos o parte de ellos.

Estos organismos depredadores forman parte del bucle microbiano al consumir

la biomasa y energía que acumularon las bacterias. Debido a las características

oligotróficas de estos ecosistemas cualquier vía que incremente su transferencia

hacia niveles superiores podría adquirir mayor relevancia (Azam et al., 1983;

Camacho y Fernández, 2005).

6.2 Actividad bacteriana

Es importante destacar que, si bien en la bibliografía se han documentado

mediciones de la actividad bacteriana en ambientes oligotróficos árticos, no se

han reportado estudios de este tipo para lagos antárticos hasta este momento,

por lo que este trabajo constituye el primer aporte en ese sentido.

El CTC ha sido utilizado con bastante frecuencia para mediciones de la actividad

bacteriana en ambientes árticos, probablemente debido a restricciones en el uso

de leucina tritiada (detallada en el anexo 3 del protocolo de protección ambiental

del tratado antártico), con resultados variables. En estimaciones previas de la

actividad bacteriana otros autores observaron que en las bacterias adheridas a

partículas entre el 15% y el 19% se encontraban activas mientras que para las

bacterias de vida libre el porcentaje descendía a valores entre 3% y el 5% (Sherr,

1999; Meiners et al.,2008).

Otro estudio realizado en hielo en invierno en el mar Ártico reportó que el

porcentaje de bacterias activas era de entre 0.5 a 4% y que alrededor de un 82%

de las bacterias activas se encontraban asociadas a partículas,. Sumado a esto

se observó que el número de bacterias activas asociadas a partículas

aumentaba a medida que disminuía la temperatura (Junge et al., 2004). Por lo

tanto, dichos autores infirieron que este comportamiento es una ventaja ante

condiciones más severas. Estos resultados poseen gran similitud con los
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obtenidos en el presente estudio dado que un 13% de las bacterias evidenciaron

actividad de la cadena respiratoria.

Es importante tener en cuenta que las muestras utilizadas para medir la actividad

bacteriana fueron las mismas que se utilizaron para estimar la abundancia. Dado

que se observó una drástica disminución en la abundancia de bacterias

presentes en acúmulos a tiempo final, una posible hipótesis para explicar la no

detección de actividad es que las bacterias metabólicamente activas se

encontraban en su mayoría formando parte de acúmulos, disminuyendo a la par

de estos.

Es también importante destacar que en este estudio no se ha podido discernir

entre las bacterias asociadas a partículas y bacterias de vida libre al medir su

respiración, obteniéndose un 13% de bacterias activas. Este representa un

resultado intermedio entre los obtenidos por otros estudios entre bacterias de

vida libre y bacterias en acúmulos (Sherr, 1999; Meiners et al.,2008), que es

congruente con el hecho de que para tiempo inicial se estimó que la proporción

de bacterias en acúmulos fue del 45%.

Realizar la distinción y conteo de las bacterias que habían incorporado CTC, fue

un proceso complejo debido a que el microscopio captaba mucho ruido en la

señal debido a que varios elementos presentes en la muestra emitían

fluorescencia a la misma longitud de onda que el CTC. Problema que

probablemente se acrecentó en los acúmulos, en donde se presume se

encontraban la mayoría de las bacterias activas detectadas en este estudio.

Sería muy interesante realizar este mismo estudio en invierno, principios del

verano y final del verano para tener una percepción de cómo varía la actividad

en el año y utilizar un citómetro de flujo para contrastar los resultados obtenidos

con los de este estudio.
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6.3 Diversidad bacteriana

La poca variación en la composición de la comunidad bacteriana a lo largo del

tiempo coincidió con una escasa variabilidad temporal en su abundancia. La

réplica B de la muestra de agua incubada durante 120 horas presentó un índice

invertido de Simpson mucho mayor que las restantes dos réplicas. Si bien fue la

muestra que presentó menor riqueza específica, el valor tan alto obtenido en

este índice se explica debido a que presentó menor dominancia. Los 10 ASVs

más abundantes en promedio representaron el 12% de la abundancia en la

réplica B, mientras que en las réplicas restantes e in situ representaron alrededor

de un 25%. Si bien esta réplica llegó a saturar al realizar la curva de rarefacción,

presentó el menor tamaño de muestra y es posible que de haberse alcanzado

una mayor profundidad de secuenciación la muestra hubiera presentado una

mayor dominancia. Por otro lado, la abundancia del bacterioplancton a las 120

horas también presentó diferencias para esta réplica, con una mayor cantidad de

acúmulos y bacterias en acúmulos respecto a las restantes dos réplicas. El

aumento de la diversidad acompañada por un aumento en el número de

acúmulos puede atribuirse a que los parches de nutrientes pueden operar como

microambientes propicios de materia orgánica que pueden ser explotados por

bacterias que requieren recursos similares, en lugares distantes en el espacio,

disminuyendo las presiones competitivas (Simon et al., 2002).

Otro dato importante a tener en cuenta es que el género Bradyrhizobium

asociado principalmente con el suelo y el crecimiento vegetal, fue uno de los

más abundantes. Esto sugiere que la escorrentía es un proceso importante que

no sólo aporta materia orgánica desde la cuenca, sino que además aporta

bacterias asociadas a dicha materia orgánica. Asimismo, esto podría estar

relacionado con la preferencia demostrada por las bacterias del lago a utilizar el

carbono proveniente de la vegetación en comparación con el proveniente del

glaciar Collins (ver 6.4).

Para futuros estudios de diversidad sería beneficioso considerar un mayor

número de réplicas para poder entender mejor cómo se conforman las
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comunidades microbianas de los lagos, y tomar muestras a distintas

profundidades del lago ya que los resultados obtenidos en el presente estudio

corresponden a una foto de una porción muy pequeña de la columna de agua.

6.4 Experimento con diversas fuentes de carbono

Uno de los resultados más relevantes obtenido en este estudio fue el aumento

de la abundancia bacteriana tras la incubación con el extracto de material

vegetal adyacente al lago, lo que nos podría estar indicando que los pulsos de

crecimiento en el lago se darían con el ingreso de material proveniente de los

líquenes y musgos presentes en la zona. En un lago de características similares

al lago Uruguay situado en la Península Byers (Península Antártica), observaron

que los aportes de materia orgánica procedentes de los tapetes microbianos y

musgos distribuidos a lo largo de la cuenca del lago suministran carbono

orgánico que contribuye a incrementar la abundancia del bacterioplancton

heterótrofo (Villaescusa et al 2013). Sería interesante evaluar si existieron

cambios a nivel de la estructura comunitaria bacteriana en el tratamiento con

extracto de material vegetal, ya que nos daría información acerca de las especies

que se podrían ver beneficiadas ante un posible aumento de la vegetación en la

cuenca en un escenario de incremento de temperatura en la región. Esto podría

darnos un indicio de que especies aumentarían su proporción en las

comunidades del futuro. Caracterizar estas especies es de suma relevancia, no

solo debido a que las comunidades bacterianas sustentan la transferencia de

energía en la cadena trófica. El lago Uruguay junto con otros lagos antárticos

funcionan como suministro de agua potable para la población que habita las

bases antárticas.

Por otro lado, la abundancia bacteriana no se vio estimulada al incubarla con

agua proveniente del glaciar. Lo que puede estar indicando que la oferta de

carbono presente en el agua derretida del glaciar podría ser de difícil acceso

para la degradación bacteriana. En el estudio de paleolimnología llevado a cabo

por García-Rodríguez et al., 2021, encontraron que durante el periodo de

retroceso del Glaciar Collins como consecuencia del calentamiento, la diversidad

bacteriana del lago Uruguay disminuyó debido al ingreso del agua derretida del
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glaciar. Posiblemente esto también se explica por el ingreso de materia orgánica

preservada en el glaciar, la cual es difícil de degradar por la mayoría de las

comunidades bacterianas, resultando probablemente en la dominancia de

grupos bacterianos particulares que sí pueden explotarla.

El aumento de la temperatura ha afectado a los lagos antárticos a distintos

niveles. Por ejemplo, han ocurrido cambios en la disponibilidad de agua,

expresado a través de un aumento de las precipitaciones y al derretimiento de

los glaciares especialmente durante el verano (Turner et al., 1997). Las nuevas

áreas libres de hielo como consecuencia del deshielo suelen aparecer cerca de

la costa, donde ocurre la mayor parte de la llegada y asentamiento de especies

vegetales naturales e introducidas (Smith 1994). El retroceso de los glaciares

está ocurriendo principalmente a lo largo de la Península Antártica (Cook et al.

2006), exponiendo nuevos hábitats potenciales para ser colonizados por la biota

terrestre, que también se ve afectada por el calentamiento. En estas condiciones

se prevé que sean favorables para la colonización de parte de especies

invasoras. En este escenario, la flora antártica nativa ha sido capaz de colonizar

el suelo desnudo expuesto, aumentando el tamaño de su población y

expandiendo su distribución local (Gerighausen et al. 2003). Sumado a esto se

han realizado experimentos de calentamiento pasivo en especies de plantas

vasculares antárticas en los que se observó que un aumento de temperatura

contribuye a generar mayores tasas de crecimiento y de reproducción (Smith,

1994). De hecho, al igual que el bacterioplancton de los lagos antárticos, las

plantas vasculares de la región también son consideradas como buenos

indicadores del cambio climático por lo que han sido objeto de numerosos

estudios. Se ha documentado que tanto las plantas vasculares Deschampsia

antarctica como Colobanthus quitensis han incrementado sus poblaciones en

tres territorios principalmente: Isla Signy (Islas Orcadas del Sur) (Smith 1990,

1994, 2003), PF (Gerighausen et al. 2003) y en el archipiélago de las Islas

Malvinas (Fowbert y Smith 1994; Parnikoza et al. 2009).

Actualmente la Antártida Marítima está experimentando un aumento en su

temperatura media (Quayle et al., 2002; Villaescusa et al., 2013). La variación en
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las condiciones climáticas influye en la duración del período sin hielo de los lagos

(Rochera et al., 2010) y puede provocar cambios importantes en los aportes de

nutrientes inorgánicos y materia orgánica en sus cuencas afectando

directamente a la estructura microbiana de los lagos (Pearce, 2003); potenciando

su actividad microbiana y alterando el periodo productivo del fitoplancton y

musgos acuáticos, así como de los tapetes microbianos que cubren amplias

áreas de la cuenca de los lagos de la Península Antártica (Fernández-Valiente et

al., 2007).

6.5 Conclusiones

Este trabajo es una primera aproximación para entender cómo funciona el

bacterioplancton en el lago Uruguay. Como resultados más importantes se

obtuvo que a fines del verano la abundancia de bacterias en la columna de agua

alcanzó valores altos comúnmente observados en lagos templados, y que el

carbono proveniente de material vegetal fue capaz de estimular fuertemente el

crecimiento del bacterioplancton a diferencia del carbono proveniente del Glaciar

Collins. Esto podría tener fuertes implicancias dado el aumento de material

vegetal en la cuenca como resultado del incremento de las áreas de colonización

para las plantas y de la humedad de la zona, particularmente en un escenario

aumento de temperatura producto del cambio climático. Por otra parte, vimos

que los principales cambios del bacterioplancton ocurrieron a nivel de las

bacterias presentes en la columna de agua adheridas a partículas. El

bacterioplancton de los lagos antárticos varía en gran medida con los cambios

que ocurren ambientalmente en la cuenca en la que se encuentran insertos por

lo que conocer su diversidad, así como su abundancia y respuesta ante distintas

fuentes de carbono nos permitirá en el futuro detectar cambios en sus patrones

de manera temprana y relacionarlo con los cambios ambientales que ocurren

tanto en el lago como en su entorno.
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