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Resumen

Las cianobacterias son un grupo de organismogdditais de gran importancia, tanto ecolégica
como econdmica. Desde un punto de vista de camilmedteco, se considera que estos
organismos son los mejores adaptados al aumeni@ t@eperatura y de los niveles de RUV,

principales efectos de este fendbmeno de origed@ou.

Esta Tesis tiene como objetivo de determinar lesteé combinados de la RUV (280-400 nm) y

la temperatura en la morfologia, fotosintesis, io@nto y diversos procesos metabdlicos de

cianobacterias, tales como la actividad de cientasmas o la sintesis de pigmentos fotosintéticos
(clorofila-a y carotenoides), y potencialmente fwtdectores (compuestos que absorben RUV -
CARUV).

Como resultado de la experimentacion realizadaoselgye que las cianobacterias tienen una
gran adaptabilidad tanto a las condiciones norn@es aumentadas en los niveles de RUV y al
aumento de temperatura. Esta adaptabilidad se otdn@n muestras naturales en las que las
cianobacterias fueron parte dominante del fitopgtamé¢anto a lo largo del aiio como de manera
circunstancial; en el primer caso se observé geledspuestas eran uniformes a lo largo del ciclo
estudiado y solo se alteraban frente a fendmentogsoedinarios mientras que en el segundo caso,
las respuestas variaron dependiendo de la com@ositixondmica de la muestras: la
fotoinhibicién era mayor cuando la comunidad estidrainada por otros grupos (i. e., clorofitas)
pero también se observé que cuando la comunidabaesiominada por cianobacterias, la
respuestas variaban de acuerdo a la especie pregitmiespecie-especificidad).

Asi como los efectos de la radiacion y la tempesattariaron de acuerdo a la composicion
taxonomica de las comunidades, los mecanismos equdtgeron la adaptacion a las condiciones
experimentales variaron entre las diferentes espedle esta forma, las respuestas especie-
especificas observadas incluyeron cambios morfodégen el caso dérthrospira platensisla
sintesis de CARUV en el caso Aaeabaenasp. o, de carotenoides en el casdPthnktothrix

agardhii.



Summary

Cyanobacteria are a group of phototrophic organigrashave great ecological and economical
importance. Front the point of view of climate chanit is considered that these organisms are
the best adapted to increases in temperature aiileéls, which are the main outcomes of this

anthopogenically phenomenon.

This thesis has the objective to determine the aoedbeffects of UVR (280-400 nm) and
temperature on the morphology, photosynthesis, trcand diverse metabolic processes in
cyanobacteria, such as the activity of some enzynéise synthesis of photosynthetic pigments
(chlorophyll a and carotenoids), and potentiallyotolprotective (UV-absorbing compounds,
UVAQC).

As a result of the experimentation conducted @ascluded that cyanobacteria are well adapted
both to normal and to enhanced UVR levels and aszd temperatures. This adaptability was
proved in natural samples where cyanobacteria dateth either throughout the year or
circumstantially, in the first case it was obserthdt responses were uniform throughout the
study period and that they were only altered urdéraordinary conditions, while in the second
case, the responses varied with the taxonomic csitipo of samples: photoinhibition was
higher when the community was dominated by otheugs (i.e., chlorophytes) , but it was also
observed that when the community was dominated ygnabacteria, responses differed

according to the predominant species (species{fspsoi

As the effects of radiation and temperature vaaecbrding to the taxonomic composition of the
communities, the underlying mechanisms of this tatagn varied among the different species as
well. Thus, the species-specific responses obsanahdded morphological changes in the case
of Arthrospira platensisUVAC synthesis in the case Ahabaenasp. or carotenoids in the case

of Planktothrix agardhii
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Capitulo 1

Introduccion General



1.1 CAMBIO CLIMATICO

Segun el Grupo Intergubernamental de Expertos sslb@ambio Climético (IPCC), el término
cambio climatico se refiere a cualquier cambiodisteco en el estado medio del clima a lo largo
del tiempo, ya sea debido a procesos naturales\@geomo asi también a cambios persistentes
de origen antrépico en la composicion de la atrmasfeen el uso de la tierra (IPCC 2007a). Sin
embargo, el fenomeno de cambio climatico modernensiende principalmente como aquellos
en la composicion atmosférica generados por el her(arl & Trenberth 2003). Segun los
informes del IPCC (Houghtoat al. 2001, IPCC 2007b) la concentracién atmosféricaC@e
(Fig. 1.1) se ha incrementado de 280 ppm en 17809%ppm en 2005 (35%); en el mismo
periodo la concentracion de metano en la atmésfieaun aumento del 60%, mientras que el
oxido nitroso aumenté un 18%. Estos gases, juntmts, reciben colectivamente el nombre de
“gases invernadero” y son responsables de retarée fde la radiacion que se refleja desde la
Tierra de regreso al espacio. Frente a un camblaseconcentraciones normales de estos gases,
se altera el balance de energia del sistema atimy&ée hecho, el aumento de las concentraciones
atmosféricas de gases invernadero en los Ultimos && generado un aumento del efecto

invernadero dando lugar al calentamiento global.

Concentracion de didxido de carbono en el Observatorio Mauna Loa
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Fig. 1.1 Evolucién de la concentracion atmosfédeaCQ registrada en Mauna Loa, Hawaii

(linea negra) a lo largo del tiempo (1955-actUallente: http://keelingcurve.ucsd.edu
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La presencia en la atmdésfera de los gases invemadsu contribucion en el fenbmeno de
calentamiento global ha tenido diferentes consesasna nivel mundial: entre otras, por
ejemplo, la temperatura superficial promedio gldimlaumentado en 0.6 £ 0.2° C (Fig. 1.2A)
desde fines del siglo XIX (IPCC 2007a). Aun masmemo reporte indica que hacia 2100 la
temperatura media habrd aumentado entre 1.4-5.81 @umento de temperatura se ha visto
acompafado por varias observaciones experimentlesntenido de calor promedio global del
océano ha aumentado significativamente desde 18860 ¢on el nivel promedio global del mar
(Meehlet al. 2005) (Fig. 1.2B), las precipitaciones anualedindgan aumentando en las latitudes
medias y altas del Hemisferio Norte, excepto paraste de Asia. Por su parte, existe una
correlacion directa entre el aumento de temperatlaaisminucién de la cobertura de nieve y la
superficie de tierra cubierta por hielo (Fig. 1.28%imismo, el aumento de la temperatura ha
provocado cambios en las concentraciones atmaa$éde vapor de agua; esto ha causado un
aumento en la cantidad total de nubes en las regioontinentales de las latitudes medias y altas
del Hemisferio Norte, lo que esta correlacionadsitp@amente con la disminucion de la amplitud
térmica a lo largo del dia. A su vez, algunos @etuckcientes muestran que en aquellas regiones
en las que las precipitaciones han aumentadodoansi solo en su frecuencia, sino también en
su abundancia. Dado que las precipitaciones este® determinan los patrones de descarga y
por ende, la concentracion de nutrientes en urpouge agua (Zhet al. 2005), un aumento de
éstas provoca fendmenos de escorrentii@off) y de transporte de nutrientes aléctonos hacia los
mismos (Delplaet al. 2009, Carpentest al. 1992).

Por su parte, otro tipo de gases de origen antségteran la variabilidad climatica natural: los
halocarbonos. Los halocarbonos son compuestosraibs que contienen halégenos: cloruro,
ioduro, bromuro y fluoruro; estos dos Ultimos ooaan una disminucién en la concentracion de
ozono estratosférico y un consecuente aumento glaileles de radiacion ultravioleta (RUV,
280-400 nm) que llegan a la superficie terrestoe.t&8l motivo, se decidié consensuar un control
de su emision en 1987 mediante el protocolo de MahtDesde entonces, la concentracion de
muchos de estos gases en distintas partes de Isfaten se encuentra disminuyendo o
aumentando muy lentamente (Montakaal. 1999, Houghtoret al. 2001, IPCC 2007a). La Fig.
1.3 muestra la evolucion de la concentracién dedenestos compuestos a nivel de la tropésfera,

17
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Fig. 1.2 Cambios observados (a) la temperaturarcipepromedio global, (b) el nivel del mar
promedio global y (c) la cobertura de nieve en efniisferio Norte entre Marzo y Abril. Todos
los cambios son relativos a los valores promedi@lgreriodo 1961-1990. Figura extraida de
IPCC 2007a.

el CFC-11 (CFG utilizado generalmente en espumas aislantesjado del tiempo. Como se

puede observar, entre 1965 y 1990 se produjo wintento exponencial de la concentracidon
troposférica de este compuesto pero luego de aafidel Protocolo de Montreal, su

concentracion comenzo a disminuir.
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Fig.1.3 Evolucidn de la concentracion troposfédeaCFC-11 (en ppt) en el periodo 1950-2000.
Figura extraida de Houghta al. 2001.

1.1.1 Impacto del cambio climéatico sobre los ecossas

Como es de esperar, todos estos cambios causampacto en su entorno y se ha comprobado
que tanto los ecosistemas terrestres como losieasi&e ven influenciados por las variables
asociadas al cambio climatico (O'Reilét al. 2003, Callagharet al. 2004, Richardson &
Schoeman 2004, Ballarét al. 2011, Haderet al. 2011). Entre los efectos observados como
consecuencia del cambio climatico se han propudstextincion de especies (Thometsal.
2004), cambios en la fenologia de plantas y ansn@ialtheret al. 2002, Adrianet al. 2006,
Anneville et al. 2007) — tales como llegadas de aves migrantegjcejra de mariposas,
florecimiento de plantas, entre otros, mas temptnto previsto- y cambios en la estructura de
la comunidad (Walthest al. 2002, Annevilleet al. 2007).

En el caso particular de los ecosistemas acuateasten varios factores asociados al cambio
climatico que pueden afectar los organismos y etitnamiento general de los ecosistemas.
Entre las respuestas que se han observado en su@gua dulce tales como lagos y represas
se encuentran los cambios en los factores fisiwiwgl; transparencia y temperatura del agua,
estratificacion térmica, entre otros- quimicos tama organica disuelta (DOM), oxigeno y
ciclos de nutrientes- y de naturaleza biologicaefiegia, etapas de fase clara- (Williamsobral.
2009). En esta Tesis, en particular, se enfocartbsefectos de la RUV y del aumento de la

temperatura en las cianobacterias, organismosateigmortancia debido a su rol fundamental
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como productores primarios en los ecosistemas iaogapero también debido a su implicancia
en la potencial produccion de metabolitos secuodague conciernen al ser humano (por su

importancia econdmica por ejemplo) tal como serilesoas adelante (ver seccion 1.4).

1.2 RADIACION ULTRAVIOLETA

La RUV es una porcion del espectro electromagnétitar, que corresponde a las longitudes de
onda entre 280-400 nm (Fig. 1.4). Arbitrariameste Ja puede subdividir en RUV-A -315-400
nm-, RUV-B -280-315 nm- y RUV-C -100-280 nm, aungesta Ultima usualmente no se
considera en los estudios fotobioldégicos dado qoealtanza la superficie terrestre al ser
completamente filtrada por la atmosfera.

Debido al aumento de las concentraciones atmoagde los gases halocarbonados de origen
antrépico, la capa de ozono se ha visto reducdidear(son et al. 1989, Solomon 1999con lo
cual se incrementaron los niveles de RUV-B quealteg la superficie terrestre (Madronich & de
Gruijl 1994, McKenzieet al. 2007). Sin embargo, existe una diferencia entreagibio en los
niveles de RUV observado (real) y el valor tedripe se esperaria como consecuencia de la
variacién de los niveles de ozono, dado que existess factores que también influyen en su
intensidad al alcanzar la superficie terrestregstaiomo las variaciones a largo plazo en la
concentracion de aerosoles, la cobertura de ni¢ag@resencia de nubes (McKeneieal. 2003).

La reflexiéon de las nubes determinada por satétitemostrado un incremento a largo plazo en
algunos lugares, especialmente en la region Ac#arppero también en Europa central, que
tenderian a reducir los niveles de RUV (McKeretial. 2003).

1.2.1 Penetracién de la RUV en la columna de agua

En los ambientes acuéticos, la radiacion solar dafbevesar la columna de agua, cuya
transparencia depende de la presencia de sustgneabsorben o dispersan la radiacion (Morris
et al. 1995, Laurionet al. 1997, Branco & Kremer 2005): carbono organico éisu(DOC),
materia organica cromoforica disuelta (CDOM), mateparticulado y clorofila-a (Clor-a). La
presencia de estas sustancias tiene un rol cemtdal penetracion de la radiacion en la columna
de agua y por lo tanto, en la exposicion a ellagarte de los organismos (Williamsen al.
1996).

20



Rayos
Gamma

{nm} 8 { 4'99

{nm} 100 280 315 400

Longitud de onda (nm)

Fig. 1.4 Espectro electromagnético solar. En caloleta se muestra la porcion del ultravioleta,
el cual se divide, arbitrariamente en RUV-A (31®40n), RUV-B (280-315 nm) y RUV-C
(100-280 nm). Imagen extraida de la wélttp://sunwork.pe/284/

En los estudios limnolégicos y oceanograficos deuta el valor de § para caracterizar la
atenuacion de la radiacion en el agua, siendockediciente de atenuacion y ‘una longitud de
onda particular o porcion del espectro electromagméi.e., PAR, 400-700 nm). Para calcular k
se mide la irradiancia (i.e., la magnitud de radiaénstantanea incidente) en la superficig yla

una determinada profundidad 2)(ly se calcula por la siguiente formula (Kirk 1976
|, = lp eX®2 (Ec. 1)

De esta manera, se puede calcular la profundidadjae llega el 1% de la radiacion incidente

(en la superficie), la cual define la zona eufgtaano:
Z1%4=1n0.01/-lgy = 4.6/ lg) (Ec. 2)

Los ambientes acuéticos difieren significativameate su transparencia y por tanto, en sus
coeficientes de atenuacién: por ejemplo, Helbkh@l. (2001), al estudiar un grupo de lagos de
la Patagonia Andina, encontraron valores g@gvi que variaban entre 0.36 y 2.80'nmientras
que los coeficientes de atenuacién de PAR variamre 0.12 y 0.46 i Roseet al. (2009), por
su parte, trabajando en lagos alpinos y subal@nosntraron que la penetracion de la RUV era
significativamente menor en los primeros debiddbpbdemente a una menor concentracion de
DOC y una mayor incidencia de RUV. Finalmente, Pése al. (2009) determinaron el
coeficiente de atenuacion en 16 lagos pampeanosatyg@nicos y encontraron que los
coeficientes mas bajos correspondian a los paten®ificar <2.5 m'), mientras que entre los
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primeros, aquellos turbios fi> 13 ni') presentaron coeficientes de atenuacion
significativamente superiores a los de los lagasostvegetados gkg <10 mi'). A su vez, puede
observarse gran variabilidad en un mismo ambieebedd a cambios estacionales: Torremorell
et al. (2007), trabajando en la laguna Chascomus (Priavide Buenos Aires) encontraron
variaciones de valores de transparencia (normalizadr profundidad) entre aprox. 2-10
(calculados como la relacion entre la profundidatdisco de Secchi y la profundidad maxima

de la laguna en el momento de muestreo).
1.2.2 Efectos de la RUV sobre los ecosistemas adt@g

Las consecuencias de las variaciones en los nidel€JV en los ambientes acuéticos han sido
ampliamente estudiadas y los resultados obtenidesttan que estas longitudes de onda causan
distintos efectos sobre los organismos preserfisstaado de forma generalmente negativa tanto
a los mayores productores de biomasa (fitoplanctomo a los consumidores (Hadsr al.
2007b). Para evitar o minimizar los dafos inducigms la RUV, los organismos han
desarrollado una serie de mecanismos (Hansson &nidgt 2009) que incluyen: sintesis de
compuestos fotoprotectores (Banaszak 2003, Sommatugl. 2009), sistemas de reparacion
(Bumaet al. 2003, Wulffet al. 2008) y cambios de comportamiento — evasion deUs (Roy
2000, Alonsoet al. 2004). Sin embargase observa que la respuesta a la RUV es especie-
especifica (Halaet al. 2010), por lo cual es dificil extrapolar al ectsisa a partir de los
resultados obtenidos de cultivos o de muestras raepecificas. @dos los mecanismos
previamente mencionados tienen sus costos pamadagsismos y por lo tanto repercuten a nivel
ecosistémico, generalmente manifestandose comalismanucion de la productividad general
del sistema (Harrison & Smith 2009) o un cambidaeestructura de la comunidé@d/angberget

al. 2008, Halaet al.2013).

1.3 TEMPERATURA

Dado que el aumento de la temperatura debido abicactimatico produce un incremento de las
temperaturas superficiales de los cuerpos de agtmpuede ocasionar una mayor estabilidad de
la columna de agua, favoreciendo una mayor estatibn vertical, tanto en su intensidad como
en la duracion de la misma (Hondzo & Stefan 19®Bjo estas condiciones, el aporte de
nutrientes a las aguas superficiales por recanmimolas aguas profundas se encuentra reducido

(Richardson 2008) lo que condiciona la estructwwdadcomunidad presente en esta capa. Esto
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altimo es particularmente cierto para ecosistemasnos, en cambio en los sistemas de agua
dulce las lluvias aportan grandes cantidades dentds (Richardson 2008).

El aumento de temperatura ha sido asociado comrdiéss mas tempranos de floraciones algales
(Lassenet al. 2009, Winder & Sommer 2012) aunque asociados aorasnbiomasas,
frecuentemente relacionadas a un aumento en elmieeto de especies mas pequefias en
relacion con las mas grandes (Windeal. 2009). Esto conllevaria a una menor eficienciaaen |
transferencia de energia desde los productoresaposna los niveles troficos superiores
(Richardson 2008, Sommer & Lengfellner 2008). Poa parte, algunos autores han propuesto
que un aumento en la temperatura ayudaria a l@nisrgos a mitigar la fotoinhibicion de la
fotosintesis generada por la RUV (Haédal. 2010), mientras que otros (Roos & Vincent 1998)
encontraron que en el caso particular de la ciarteba Phormidium murrayi esto no se
cumplia; aunque el aumento de temperatura si disania inhibicion del crecimiento generado
por la RUV. Sin embargo, también se han asociadute$ negativos al aumento de la
temperatura: desde el impacto en aquellas espgagese encuentran en condiciones ambientales
cercanas a su limite de tolerancia (Hatal. 2013) a las pérdidas de biomasa en especies que
ven aumentada su demanda respiratoria (Getrnal. 2004). Como consecuencia de estas
diferentes respuestas, Williamsat al. (2010) propusieron que frente a un aumento de
temperatura y de los niveles de radiacion, se &nasfa el desarrollo de algunas especies por

sobre otras.

1.4 CIANOBACTERIAS

1.4.1 Conceptos generales

Las cianobacterias son organismos procariotas igoert la capacidad de realizar fotosintesis,
siendo uno de los grupos mas diversos, no solcedsdgolinto de vista morfolégico sino también
por su fisiologia y metabolismo (Stal 2007). Laanobacterias se distinguen por sintetizar
pigmentos accesorios caracteristicos, las ficabilginas, dentro de las cuales se encuentra la
ficobilina, responsable de la coloracion azuladaiqdar de muchos de estos organismos
(Bryant 1982, Whitton & Potts 2002b). Estos pignosridemas les aportan una mayor eficiencia
de absorcion de la luz en condiciones de bajasidad luminica (Bryant 1982) o una adaptacion
cromatica a las condiciones medioambientales (Teandde Marsac 1977). Otro rasgo

caracteristico de algunas cianobacterias filamastes la diferenciacion celular (Stal 2007) para
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formar estructuras especializadas tales como etdm@s$to, que posee paredes celulares gruesas y
provee un ambiente propicio para la fijacion dedgeno, y el acineto, que es una estructura
similar a una espora que puede resistir condicictesfavorables y germinar cuando se
restablecen las condiciones propicias (Stal 199%ams & Duggan 1999). Existen ademas
estructuras dentro de las células que les permetrar su posicion en la columna de agua tales
como los aerétopos que consisten en formacioneosaigpicas de proteinas tubulares rigidas
que se ubican dentro de las células y contienefWaksby, 1994). Por altimo, una caracteristica
adicional en algunas cianobacterias es la preseeciainas, cuya sintesis se ve inducida por la
exposicion a la RUV (Ehling-Schulet al. 1997) asociada a un pigmento fotoprotector,
denominado scytonemina (ver seccion 1.4.3).

Tanto los gedlogos como los geoquimicos concueedague las cianobacterias han tenido una
larga historia evolutiva y muchos, aunque no todmstienen que su existencia en nuestro
planeta dataria de 3500 millones de afios (Ma) (@dmi& Potts 2002a). Garcia-Pichel (1998),
propone tres etapas en su desarrollo: una prinmel@@ue los altos niveles de RUV-C y RUV-B
pueden haber reprimido la habilidad de las protwbacterias de alcanzar grandes densidades,
restringiendo el desarrollo de las poblacionedwgres contra la RUV; una segunda etapa, entre
los 500 y 1500 Ma en los que se produjo la aparicié cianobacterias oxigénicas y la
consecuente formacioén de micro-ambientes oxigenbhédjms una atmosfera libre de oxigeno y
finalmente, una tercera etapa que comenz6 con igemmcion gradual de la atmdsfera y la
formacion de la capa de ozono estratosférica.

Durante mucho tiempo, existio una fuerte polémioare si las cianobacterias debian ser
clasificadas dentro de las algas (segun los baghic las bacterias (segun los microbiélogos)
(Stanieret al. 1971, Stanieet al. 1978, Whitton & Potts 2002b). Los defensores da ékima
postura partian para sus estudios taxonomicos Hiyosuaxénicos (Stanieet al. 1971) y
monoclonales y consideraban no solo la morfolagjfep que tomaban informacién de un rango
de disciplinas (Whitton & Potts 2002b). Sin embailgmbtencion de cultivos consumia tiempo y
muchas especies no eran cultivables, sumado a ayigs \caracteristicas distintivas (por ej.,
formacion de heterocistos) no se observaban encdasliciones normales de cultivo. Sin
embargo, la aparicion de métodos modernos, cormaréauccion del microscopio electrénico y
especialmente los métodos moleculares, hacia fitessiglo XX resolvid la controversia

(Komarek, 2006). Numerosos caracteres enigmatitales como la ultraestructura de las
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vesiculas de gas y la estructura de la pared celpladieron ser explicadas y esta nueva
informacién proveyd de una nueva vision en lascrefes taxondmicas entre diferentes
cianobacterias (Komarek, 2006). Como consecueseigg-evalud la clasificacion existente y se
propuso una nueva que integra esta informaciénojwudn la diversidad y variabilidad
morfolégica y los caracteres ecoldgicos y ecoftgjaos, que resulta tan detallada que es
ampliamente aceptada por los ecdlogos y se propgaeepermanecera como la clasificacion
definitiva durante mucho tiempo (Whitton & Potts02@). Esta clasificacion es la propuesta en
diversas instancias por Anagnostidis y Koméarek ¢hostidis & Komérek, 1985, 1988,
Koméarek & Anagnostidis, 1986, 1989, 1998, 1999, )0(En la Tabla 1.1 se muestra la
clasificacion mas aceptada en la actualidad doedenancian las caracteristicas principales de
cada orden (Whitton & Potts 2002b, Waterbury 2006).

1.4.2 Importancia de las cianobacterias

Las cianobacterias son organismos de gran impadataianto ecoldgica como econdmica. Dentro
de la primera, se ha comprobado que tienen unaiamigtribucion global, dominando desde
ambientes oligotroficos (Zubkaost al. 2003) a eutroficos (Steinberg & Hartmann 1988 rlP&ae
Huisman 2009) y desde regiones polares (Tergg. 1997, Vincent 2002) a tropicales (Bousty

al. 2000). Entre las razones que permiten esta anddi@ibucion de las cianobacterias se
encuentra su larga historia evolutiva, descriptaraarmente, como también otras caracteristicas
fisiologicas, entre las que se incluyen la sintdsipigmentos accesorios, como ficocianinas y
ficoeritrinas (descriptas anteriormente, ver satdi@t.1) y la fijacion del nitrégeno atmosférico
(Berman-Franlet al. 2003) que les permite competir y dominar en antbgdeficientes en este
nutriente (Paerl & Huisman 2009). Ademéas de su mmplistribucion geografica, las
cianobacterias se encuentran frecuentemente es@ilde interacciones simbiodticas con un
amplio rango de organismos eucarioticos, entre gos se encuentran animales y plantas
(Hawksworth 1988, Adams 2002, Lessdral. 2004). Siendo autotrofas, y en muchos casos
fijadoras de nitrégeno, el beneficio que las ciaubddrias proveen a sus huéspedes es claro: la
provision metabolica de formas combinadas de elasefundamentales para el crecimiento,
como son el nitrégeno o el carbono (Adams 2002).e$zel caso dénabaena azollagon el

helechoAzolla utilizada como medio de fertilizacion naturaleylshjo costo en la agricultura,
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Tabla 1.1 Caracteristicas de los cinco 6rdenesiactinte aceptados dentro de las cianobacterias
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particularmente en el cultivo de arroz (Wagner,719%aishampayaet al. 2001). Por otra parte,
las cianobacterias juegan un papel importante g&imbn ecosistemas terrestres debido a su
tolerancia a la desecacion y al estrés hidricot§PI99); de esta manera, desempefian un rol
central en el mantenimiento de la estabilidad de dartezas superficiales de zonas semi-
desérticas y la fertilidad de los suelos usados paitivo en las regiones aridas (Belnap &
Gardner 1993, Whitton 2002).

Desde el punto de vista ecoldgico, es también itapte mencionar que las cianobacterias tienen
la capacidad de crecer de forma masiva, dandoroagBoraciones algales o blooms, lo que
genera problemas en el tratamiento del agua yastetimiento debido al aumento de la turbidez
y la materia organica particulada causando el ldoqie los filtros (Codd, 2000), ademas de
generar malos olores y sabores (Patil. 2001). Cuando estas floraciones son generadas por
cianobacterias potencialmente téxicas, capacesraldugr cianotoxinas (por eMicrocystis,
Nodularia, Planktothri¥, se generan riesgos en la salud de las poblac{bienanas o animales)
gue se abastecen o hacen uso (recreacional, poplejede estos cuerpos de agua (Cetdl.
2005). Las cianobacterias téxicas producen una gaatidad de cianotoxinas de estructuras
quimicas y toxicidad variada (Hitzfett al. 2000, Dow & Swoboda 2002) de las cuales, la mas
estudiada es la microcistina cuya toxicidad se fiemta principalmente a nivel hepatico (de
Figueiredoet al. 2004). La forma mas efectiva de disminuir la comi@ion de toxinas en el
agua es evitando el desarrollo de floraciones, Ipogue los factores que promueven estas
floraciones estan siendo ampliamente estudiadoNdiDét al. 2012, Merelet al. 2013). Adn
mas, se sabe que la toxicidad varia entre especiasluso entre clones (Carmichael 1992,
Kardinaal et al. 2007, Briandet al. 2008, Daviset al. 2009), pero se desconoce qué factores
influyen en la expresion de esta toxicidad (Dow &oBoda 2002). Finalmente, es importante
mencionar que las floraciones de cianobacteridmsevisto intensificadas en los Ultimos afios en
relacion al cambio climatico (ver seccion 1.4.4).

En cuanto a su importancia econdémica, y a nivelstrial, se destaca la produccion a gran escala
de cultivos de cianobacterias con la posibilidasdlener distintos productos finales, siendo las
mas cultivadag\rthrospira (Spiruling platensis Nostoc commung Aphanizomenon flos-aquae
(Pulz & Gross 2004, Spolaoret al. 2006). De estasSpirulina es la mas abundante en el
mercado, alcanzando en China (el principal prodwctuvel mundial) un total de 3500 toneladas

de peso seco de produccién en 2009 €Lal. 2011). Su principal destino es la alimentacion,
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tanto humana como animal, pero también se utilinalas industrias farmacéuticas y
cosmetologicas para la obtencién de diversos costpsi€le interés: pigmentos, antioxidantes y
antibidticos (Pulz & Gross 2004, Spolaeteal. 2006, Mary Leemat al. 2010).

1.4.2.1Estudios sobre cianobacterias en Argentina

Entre los trabajos pioneros en Argentina refereatemnobacterias se encuentran los de la Dra.
Halperin, quien realiz6 una descripcion de las abiacterias marinas de la costa patagdnica
(Halperin, 1970, Halperiret al, 1973, Halperin 1974), asi como de las cianohastete
biodermas algales (Halperin, 1968, Halpee€in al, 1976). Actualmente varios grupos se
encuentran trabajando sobre diversas lineas dstigaeion relacionadas a las cianobacterias:
desde estudios de diversidad (Wenzel & Diaz 2008fi® 2009), biotecnoldgicos (Zulpa de
Caireet al. 1997, Zulpa de Cairet al. 2000, Zaccaret al. 2006), a estudios de floraciones y su
toxicidad (Scarafiat al. 1995, Améet al. 2003, Ruibal Contét al. 2005, Giannuzzet al. 2011,
Ruizet al. 2013).

Respecto a esta ultima linea de trabajo menciodadaprimeros registros de floraciones de
cianobacterias toxicas en Argentina datan del ##@ En Santo Tomé, Santa Fe (Echenique &
Aguilera 2009) y desde entonces se han producidchasumas, algunas de las cuales fueron
recopiladas en Pizzolon (1999). Desde 2004, en afcan del Programa de Hidrologia
Internacional (UNESCO), se organiz6 la red glob#§AGIONET, con el objetivo de reunir los
antecedentes relacionados a floraciones nocivasiat®bacterias a nivel mundial y poder
desarrollar planes de manejo de situaciones dgori€3e la recopilacion de informacion para el
territorio argentino, Echenique y Aguilera (2009)centraron que los desarrollos masivos de
cianobacterias toxigenas son frecuentes en ditssenterpos de agua continentales de casi todo
nuestro pais (Fig. 1.5). Entre las especies ideadibs con mas frecuencia en las floraciones se
encuentranMicrocystis Dolichospermum (Anabaeng, Cylindrospermopsisy Raphidiopsis
(Otafioet al. 2012), y la toxina mas comunmente identificaddaesiicrocistina (Otafiet al.
2012). En los afios 2005, 2007, 2008 y 2010 se maam en Argentina los Workshops sobre
cianobacterias toxigenas del CONOSUR con el olgetite encontrar estrategias
multidisciplinarias para determinar el alcance epanto de las floraciones, y desarrollar
estrategias de prevencion y manejo de riesgos ¢Ggtaial. 2012). Como resultado de estos
encuentros se publicé en 2009 el libr€idnobacterias y Cianotoxinas: ldentificacion,

Toxicologia, Monitoreo y Evaluacion de Ries¢Gianuzzi 2009) constituyendo un importante
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aporte para la region. Sin embargo, mucho quedaeptizar, dado que no existen regulaciones a
nivel nacional que establezcan valores limitesateentraciones algales o de toxinas, tanto para
el agua de uso recreacional como para el aguardeicm, y muchas plantas de tratamiento adn

no realizan este tipo de andlisis de manera riginar
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Fig 1.5 Registro de sitios en los que se observdlaaciones de cianobacterias nocivas

(extraido de Echenique y Aguilera, 2009).

1.4.3 Fotobiologia de cianobacterias

Pese al creciente interés en realizar estudio® sunobacterias, desde distintos enfoques, debe
reconocerse que, desde el punto de vista fotobampgstos organismos han sido relativamente
poco estudiados. Los efectos negativos produciadoslgp RUV sobre las cianobacterias son
variables de acuerdo a la longitud de onda incedententras que las mayores a 315 nm (RUV-

A) actuan a traves de radicales libres formadaggresencia de oxigeno, las mas cortas (RUV-B)
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actian directamente sobre macromoléculas, primogr@le ADN y proteinas (Garcia-Pichel
1998). El ejemplo mas claro de absorcién de lodggude onda cortas por macromoléculas lo
constituye el ADN, cuyas alteraciones mas frecigeimeluyen la formacion de fotoproductos
diméricos entre pirimidinas adyacentes, 6-4 fotdpotos e incluso la ruptura de las cadenas de
ADN (Vincent & Roy 1993, Rastogi & Sinha 2011). RUV-B también afecta tanto a las
reacciones claras como oscuras de la fotosinteaissando inactivacion de los centros de
reaccion del PSII (Péreet al. 2012), afectando a las enzimas involucradas coomeocpor
ejemplo RUBISCO (Sinhat al. 1997), e inhibiendo la sintesis de pigmentos foté8cos
(Sinhaet al. 2002). En respuesta a las longitudes de onda angasl de la RUV se generan
especies de oxigeno reactivas (ROS) que son subpiosddel metabolismo aerdbico y potentes
agentes causantes de dafio oxidativo (Lefitl, 2009). Dentro de este dafio, los ROS pueden
generar reacciones en cadena que evolucionan goeomedacion lipidica que a su vez afecta a
la estructura y funcion de las membranas (Pé&teal. 2012). Algunas de las estrategias
defensivas frente a estos dafios son enziméticab,(8@talasas y peroxidasas) y otras no
enzimaticas: vitaminas A, C y E, carotenoides, (&iafiti et al, 2009).

En concordancia con lo expuesto anteriormente,trifsajos de Donkoet al. (1991, 1996)
mostraron que la RUV afecta el porcentaje de filsim® moviles en cianobacterias filamentosas
que se mueven por deslizamiento e inhibe el ineléa de oxigeno proveniente de la
fotosintesis y, en ambos casos, ante exposiciomésngadas a la RUV, produce blanqueo de
pigmentos fotosintéticos, especialmente de los eigos accesorios de la antena. @aal.
(2007), trabajando comnabaenasp. PCC7120 encontraron que la RUV solar inhidia e
crecimiento en un 40%, reducia el largo del tric@main 49% e inhibia la diferenciacion celular
en heterocistos, mientras que estudiando las @sdoe la cianobacteria filamentosa terrestre
Nostoc flagelliformebajo radiacion solar (Gao & Ye 2007) encontrarare da actividad
fotoquimica durante los procesos de hidratacioea®Eson que sufren las colonias no se veia
afectada por la RUV-A y RUV-B. Por su parte, Les&f08) encontré que la exposicion a la
RUV causaba una reduccién significativa del renéirto cuantico del fotosistema Il (PSIl) y de
la productividad maxima y una disminucion de lavédad nitrogenasa eAnabaenasp. Sin
embargo, resulta dificil generalizar los efectodadRBUV, dado que existen grandes diferencias
de sensibilidad entre las distintas especies @soctliferentes cepas de cianobacterias (Ehling-
Schulz & Scherer 1999).
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Pese a los efectos negativos que producen estgsgulbes de onda, existen mecanismos que
permiten mitigar o minimizar estos efectos (Roy @0Banaszak 2003). Entre los mecanismos
principales para mitigar los efectos de la RUV edbs cianobacterias se encuentran la sintesis
de compuestos que absorben RUV: los aminoacidosntiposporinas —MAAs- (Lesser 2008,
Singhet al. 2008, Sommarugat al. 2009) y un pigmento caracteristico de las ciantebas, la
scytonemina (Fleming & Castenholz 2007, Garcia-€liéh Castenholz 1993). Otros pigmentos
involucrados en la proteccion de las cianobactdéreage a la RUV, aunque también frente a los
altos niveles de radiacion en general, son losteaoides (Ehling-Schulet al. 1997). Su
mecanismo de accién, sin embargo, es fuente deogensia: mientras algunos autores sostienen
que los carotenoides constituyen una respuestdaréle SOS para contrarrestar el dafio celular
agudo debido a la RUV (Ehling-Schugt al. 1997), otros proponen que su accion es indirecta,
funcionando como antioxidantes, extintores de éspecomo oxigeno singlete y radicales
peroxido, e incluso inhibidores de reacciones den&oion de radicales libres (Castenholz &
Garcia-Pichel 2002). Por otra parte, se ha enctmigae las cianobacterias formadoras de matas
(mat9 pueden migrar verticalmente dentro de ellos pagalir la RUV (Bebout & Garcia-Pichel
1995, Castenholz & Garcia-Pichel 2002). Finalmeatdte los mecanismos de aclimatacion de
las células a la RUV pueden incluirse la activacitin mecanismos de reparacién (como la
reparacion del ADN; Castenholz & Garcia-Pichel 20§2la sintesisde novode diversos

componentes (Campbeit al. 1998).
1.4.4 Las cianobacterias en el contexto de cambio climéab

Los cambios asociados a las actividades de origg0pco, tales como el desarrollo urbano,
agricola e industrial aportan nutrientes a losesisils acuaticos generando aumentos en la
productividad primaria de los mismos y por lo tansm eutrofizacion. Esto favorece la
proliferacion de cianobacterias en muchos ambiestii®ficos de agua dulce (Paerl & Fulton
2006). Ademas, y dada su capacidad de fijar nitrddes permite competir y prevalecer aun en
ambientes con escasez de este nutriente @afl 2002, Lesser 2008).

A su vez, un aumento de temperatura favorece @riddl® de floraciones de cianobacterias
(Johnket al. 2008, Paerl & Huisman 2008, Paerl & Scott 2018}joEse debe a varias causas: por
un lado, las cianobacterias crecen mejor a tempasaimayores que el resto de las algas (ver

Fig.1.6, Johnlet al. 2008, Paerl & Huisman 2009). Ademas, como se ded@nteriormente, un
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aumento de temperatura aumenta la estabilidad deluanna de agua reduciendo la mezcla, lo
cual favorece a las cianobacterias con aerotof@dsket al. 2008). La formacion de aerotopos
les permite a las cianobacterias flotar hacia lpedicie, formando floraciones densas que
impiden el pasaje de la radiacion solar a las cagasores (Paerl & Huisman 2008). De esta
forma, eliminan a sus competidores potencialeawe$ de la competencia por la luz (Joahkl.
2008). A su vez, y dado lo expuesto en la seccitariar, las cianobacterias tienen una alta
resistencia a los niveles aumentados de RUV intgdeomo los que se pueden experimentar en

las capas superficiales.
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Fig. 1.6 Dependencia de la temperatura de las ideldes de crecimiento especificas de las
cianobacteriasMicrocystis aeruginosay Planktothrix agardhij la diatomeaAsterionella

formosay la cryptofitaCryptomonas marssoniFigura extraida de Paerl & Huisman 2009.

Sin embargo, y a pesar de que todos estos ressiliadicarian un fuerte ventaja adaptativa por
parte de las cianobacterias frente al cambio clomat las influencias antropicas (eutrofizacion),
algunos autores proponen que no todas las espexspsnderian de la misma forma a las
variaciones en las condiciones ambientales prodagidr el cambio climatico en los cuerpos de
agua, que a su vez son diferentes entre si (Wadgielrian 2009). Por ejemplo, Menhest al.
(2010) proponen que un futuro aumento de la teryr@rgpromovera un crecimiento de las
especies Nostocales, y de aquellas invasoras egrajjemientras que Kosteet al. (2012)
afirman que en los veranos mas calidos, las cianebas que pueden flotar (con aerdtopos) se
ven favorecidas debido a la mayor estabilidad dedmmna de agua. Todo lo expuesto

anteriormente sustenta el uso de las cianobactepaso organismos modelos de estudio
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particularmente interesantes para evaluar losafet#l cambio global, para luego poder predecir
sSus consecuencias en los ecosistemas acuaticogs@oitlea es que se planted esta Tesis, cuyos

fundamentos, objetivos e hipotesis de trabajo seriiteen a continuacion:

1.5 FUNDAMENTACION GENERAL DE LA TESIS

Las cianobacterias se encuentran entre los prin@genismos que colonizaron la superficie
terrestre, para lo cual tuvieron que soportar tagliciones mas inhdspitas (altas temperaturas y
niveles elevados de radiacion solar); precisamgnggacias a su resistencia a estas condiciones
adversas fueron quienes colonizaron los ecosistpmaitivos y asi fueron responsables de la
oxigenacion la atmosfera. Actualmente, cuando I|@dod recolectados por diferentes
investigadores alrededor del mundo evidenciandaegprcia de un fendmeno de cambio climético,
las cianobacterias vuelven a ocupar un rol cemxglandiendo su dominancia en ambientes
generalmente afectados por un alto grado de impattdpico. Frente a estos antecedentes se
generan los interrogantes: ¢qué les aporta esphahdalad? ¢ son todas las especies igualmente
competitivas frente al cambio climéatico? ¢qué peErnsu colonizacibn y permanencia en
determinados ambientes acuaticos?

Es por eso que se planted esta Tesis con el siguidnetivo generaldeterminar los efectos
combinados de la radiacion ultravioleta (RUV, 28@4m) y la temperatura en la morfologia,
fotosintesis, crecimiento y diversos procesos ndétals de cianobacterias, tales como la
actividad de enzimas relacionadas al metabolismb rdigd6geno o la sintesis de diversos
compuestos, tales como los pigmentos fotosintétipotencialmente fotoprotectores y los
carotenoides

Para alcanzar este objetivo se plantearon expet@si¢anto con muestras naturales como con
cultivos, para evaluar, en el primer caso, la resfaude las cianobacterias frente a otros grupos
algales y en el segundo, la variabilidad entre @speSe destaca el hecho de que si bien existian
algunos trabajos previos en los que se evaluatespaiesta de las cianobacterias en comunidades
naturales, estos consistian mayormente en la ndaedie® parametros ambientales y su relacion
con el desarrollo masivo de cianobacterias (Hawtrad. 2003, Daviset al. 2009). Uno de los
aportes de esta Tesis consiste en la evaluacidmsdefectos combinados de dos de los factores
asociados al cambio climéatico mas influyentes snalmbientes acuaticos (RUV y temperatura),

en las comunidades de dos lagunas caracterizad#es presencia de cianobacterias (estacional o
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permanentemente) (Capitulos 2 y 3). Para tal fisedeccionaron dos lagunas urbanas como
sitios de estudio: la Laguna Cacique Chiquichanelév, Provincia del Chubut) ha sido
estudiada previamente desde el punto de vista idégfico (Goncalveset al. 2011) y su
comunidad fitoplanctonica se ve caracterizada panbios estacionales, con dominancias
alternados entre cianobacterias y diatomeas yoiana@s marcadas en las concentraciones de
Clor-a. En cuanto a la Laguna Don Toméas (Santa ,RBsavincia de La Pampa) ha sido
caracterizada previamente (Echaniz & Vignatti 20Bdhanizet al. 2008, Alvarezet al. 2009)
observandose un avance progresivo en el estadcotd# la misma hacia la hiper-eutrofia y un
cambio en la composicion de la comunidad hacia dorainancia marcada de cianobacterias
filamentosas a lo largo de todo el afio, con altagcentraciones estables de Clor-a. De esta
forma, el estudio de la Laguna Cacique Chiquichgparta informacion sobre el posible efecto
del cambio climéatico en el metabolismo y la comgidsi de la comunidad a lo largo de la
sucesion anual (Capitulo 2). El estudio de la LagDon Tomas, por su parte, permite evaluar el
efecto de variables asociadas al cambio climaticaresistema dominado por cianobacterias de
manera estable (Capitulo 3), el cual representdipioo caso de laguna con alto impacto
antrépico y de dificil restauracion (Schefédral. 1997). Es por esto que el objetivo del Capitulo
2 consiste en evaluar los efectos combinados B&JM y la temperatura a lo largo del afio en la
estructura de la comunidad, crecimiento y actividetabdlica de una laguna caracterizada por
una sucesion anual mientras que el objetivo delit@ap3 consiste en evaluar las mismas
variables en una laguna con dominancia de una lugeeria filamentosa durante el mismo
periodo de tiempo, y de esta forma poder compasacdmportamientos de los dos sistemas, en
las mismas condiciones, pero difiriendo en la cosigddn taxondmica.

Con respecto al estado del conocimiento del efdetta RUV y la temperatura en especies de
cianobacterias, debe destacarse que los estudibzados hasta el momento (por ej., Roos &
Vincent 1998 , Wuet al. 2005, Gacet al. 2007b, Gacet al. 2008) han aportado informacion
importante pero dificil de contrastar: los estudidsrian en la duracion (desde minutos a dias),
en la calidad y cantidad de radiacion aplicadalacfuente de radiacion. Ademas, la mayoria
estudiaba los efectos de a un factor a la veze$tor otro de los aportes de esta Tesis consiste en
la evaluacion del efecto conjunto de la RUV y laperatura en cuatro especies de cianobacterias
bajo las mismas condiciones de exposicion, lo qrenppe comparar las respuestas obtenidas y

evaluar su diferente sensibilidad (Capitulo 4)oBjketivo del Capitulo 4 es, por tanto, evaluar la
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respuesta a nivel de especie de cuatro cianokextawn diferente morfologia y pertenecientes a
diferentes dérdenes, a los efectos combinados B&NAY la temperatura con particular interés en
procesos metabolicos, de crecimiento y morfolégideiealmente, se discute y se resalta la
relevancia de los datos obtenidos, haciendo éntasitos efectos de variables asociadas al
cambio climético a nivel especie-especifico, peamiién a nivel de dos comunidades

fitoplancténicas con caracteristicas muy disim{{@apitulo 5).

1.6 HIPOTESIS DE TRABAJO

El impacto de la RUV en las enzimas interviniend@sel metabolismo del nitrégeno en las
cianobacterias ha sido descripta en trabajos esllz mayormente coNostocy Anaabena
(Kumar et al. 1996, Sinha & Hader 1996, Kumat al. 2003). Los resultados sugieren que la
sensibilidad de las enzimas asi como la de lasedifes especies es variable (Kuratal. 1996,
Kumar et al. 2003) debido probablemente a los diversos mecasishe proteccion de cada
especie. De esta forma, la exposicion de los adtdeNostoc calciolaa irradiancias de RUV-B
de 5 W/nf causaron la inactivacién total de la nitrogenasang inhibicion parcial de la GS
(Kumar et al. 1996). La actividad nitrogenasa también se viobida cuando se expuso a la
RUV un cultivo deAnabaenasp. (Sinhaet al. 1996, Lesser 2008) y uno deabaenaBT2
(Kumaret al.2003). Sin embargo, se ha propuesto que un aurdertemperatura incrementaria
las velocidades metabdlicas (Bauleh al. 2005) lo que ayudaria a contrarrestar los efectos
negativos de la RUV a través de una mayor activitiaths enzimas de reparaciéon. En funcion de

lo expuesto anteriormente, se postula la primgrétésis:

» H1,:la actividad de la enzima interviniente en el metabolismo del nitrégeno, glutamina sintetasa,

disminuye al ser expuestas las cianobacterias a la RUV.

H1,:Sin embargo, un aumento de temperatura actua en forma antagonica con la RUV ya que

aumenta la actividad enzimdtica.

Aungue existe alguna controversia al respecto (bau Vincent 1998), se postula que la RUV
regula la composicion de las comunidades acuéicafectar de diferente manera a las distintas
especies que la componen segun su forma y taméilarg¢larrison & Smith 2009, Helblingt

al. 2005, Garcia-Pichel 1994). Estas diferencias puelderse a la imposibilidad de sintetizar

compuestos fotoprotectores cuando las células sonpaquefias (Garcia-Pichel 1994) o a una
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diferente sensibilidad de los targets moleculasegiadas al tamafio celular: en general, hay una
mayor inhibicién de la fotosintesis cuando las leélison grandes y mayor dafio en el ADN
cuando son pequefias (Helbliegal. 2005). Al no existir datos sobre el diferente ictpague la
RUV puede tener sobre las distintas cianobactemaguncion de su tamafio y morfologia, se

postula la segunda hipotesis:

= H2:la forma y tamario celular condicionan la respuesta de las células a la RUV, por esto la RUV
afecta en corto tiempo mds el fotosistema de cianobacterias filamentosas que a las que forman

agregados celulares globosos.

Por su parte, diferentes estudios realizados ctiivasi monoespecificos de cianobacterias han
mostrado que pueden sufrir cambios morfolégicos c@onsecuencia de su exposicion a la
RUV. El ejemplo mas evidente lo constitufe platensis cuyos tricomas helicoidales fueron
dafiados por la RUV en experimentos de corta duramdd cultivos con baja densidad celular
(Wu et al. 2005). Aan mas, cuando los cultivos expuestostoni mayores densidades celulares,
se observo que los tricomas se quebraban perogarabicomprimian, lo que llevé a los autores
a proponer que los mecanismos de sombreado oslsaifing” jugaban un rol importante en la
proteccién contra la RUV (Wet al. 2005, Gaocet al. 2008). Por su parte, Gax al. (2007)
trabajando co\nabaenasp. PCC7120 observaron que cuando se la expdaiR@V solar, se
observaban reducciones en la longitud del tricomd3% y se reprimia la diferenciacion celular
de heterocistos. Esto Ultimo también se encuergsxrighto paraAnabaenasp., Nostoc sp.,
Nostoc carmiuny Scytonemasp (Sinhaet al. 1996). Dados estos antecedentes, se postula la

tercera hipétesis:
= H3:Lla exposicion a la RUV modifica la morfologia de las cianobacterias.

Las cianobacterias tienen diferentes mecanismgsateccion frente a la RUV, entre los que se
encuentran la sintesis de compuestos fotoprotectdda estudio de cuatro cianobacterias
presentes en aguas termgléganotheceNosto¢ Scytonemay Rivularia) identificd la presencia
de MAAs caracterizados consbiinorine, porphyra-334, y mycosporine-glycine tguoon varios
MAAs aun desconocidos (Rastogt al. 2012). Por su parte, al estudiar una floracion de
Microcystis en un lago muy eutrofico Sommarugd al. (2009) encontraron que esta

cianobacteria utilizaba una combinacion de estiasefptoprotectoras, que incluia la sintesis de
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MAAs, para contrarrestar las altas irradianciasRil®/ que recibe durante la formacion de la
floracion junto con la sintesis de otros compuestwro carotenoides y acido D-galacturénico.
Por su parte, Sinhat al. 2003) exponiendo cultivos deodularia baltica, N. harveyang N.
spumigenaencontraron que el contenido especifico de simagrporphyra-334 se incrementaba
significativamente cuando las muestras se cubdarfiltros de corte a 295 nm, indicando que en
comparacion con la RUV-A y PAR, la RUV-B es méasctia en la inducciéon de MAAs en

cianobacterias. Esto llevé a postular la cuartategis:

=  H4:los compuestos que absorben RUV actuan como proteccion inicial ante la RUV, e incrementan

su concentracion al ser expuestas las cianobacterias a la RUV.

Todos los cambios descriptos anteriormente (camtmodologicos, disminucion de actividad
enzimatica, sintesis de compuestos fotoprotectatesjandan una inversion metabdlica y por
tanto, retrasan el crecimiento de las cianobastdfzmoet al. 2007b, Xueet al. 2007). En el
estudio mencionado anteriormente con la cianobad@abaenasp. PCC7120, la inhibicién de

la formacion de heterocistos, junto con los camhioasfoldégicos derivaron en una disminucion
del 40% en el crecimiento (Gaa al. 2007b). Por su parte, en un estudio con nitroptosie
sodio, se comprob6 que la RUV inhibia el crecintedé S. platensi’94 en un 40% en su
ausencia aunqgue solo el 10% cuando este compues$tallaba presente en concentraciones de
0.5 mM, probando su rol en la prevencion del estsédativo generado por la exposicion a la
RUV-B (Xueet al.2007). Estos antecedentes llevan a postular tads[s:

= H5: los cambios generados por la exposicion a la RUV y la aclimatacion de las cianobacterias a los

mismos, afectan al crecimiento observdndose una disminucion del mismo.
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Capitulo 2

Efecto de la radiacion ultravioleta
y de la temperatura en un sistema
eutrofico con sucesion estacional:

Laguna Cacique Chiquichano
(Trelew, Chubut)



2.1.-INTRODUCCION

El cambio climético surge como resultado tanto alevdriabilidad interna en el clima como
también de factores externos (tanto naturales atenarigen antropico) (Houghtast al. 2001).
Como resultado del cambio climético, se espera gariéidn de diferentes fendmenos:
temperaturas maximas y minimas mas altas, asi conaomento de la cantidad de dias de calor
y una disminucion de dias frios, menores rangdsmperaturas diurnas, aumento de los eventos
de precipitacion intensa, entre otros. Ademas,roseementos tanto en los niveles de la RUV
como en la temperatura han sido descriptos comaleléss factores mas importantes resultantes
del proceso de cambio climatico debido a su po&timopacto a nivel ecosistéemico (Houghten

al. 2001, UNEP 2005, Hanset al. 2006), los cuales se enumeran a continuacion.

2.1.1- Efecto de la radiacion ultravioleta sobre kkcomunidades

La RUV ha sido ampliamente estudiada por su rolacéastor de estrés, capaz de modular las
comunidades fitoplanctonicas (ver reviews de Hamri& Smith 2009, Hadest al. 2011). Entre
dichos efectos se encuentran: los cambios en Igpasinidon taxondmica de las comunidades
hacia especies mas resistentes (Villafafial. 1995, Wangberegt al. 2008, Halaet al. 2013,) y

la inhibicién de la fotosintesis (Zhat al. 2009, Liet al. 2011), particularmente ante la falta de
nutrientes (Litchmaret al. 2002) o cuando la sintesis de proteinas se emauehibida (Lesser

et al. 1994). Otros efectos generados por la RUV repostacecientemente incluyen la
disminucion de la relacion C:P celular debido a fusate reduccidén de la fijacion de carbono,
pero también al aumento de la incorporacion dea@sando un impacto importante en la
eficiencia de las transferencias troficas en ldeselimentarias acuaticas (Hesséml. 2008).
Ademés, se ha encontrado que la RUV altera tanttadatrofia, como la fotosintesis en
comunidades dominadas por nanoflagelados, afecd@m@sta forma los patrones y velocidades
de transferencia del carbono (Bastidas Naverra. 2011). Aun mas, los niveles ambientales de
RUV son capaces de inducir altas mortalidades @icetfitoplancton (aunque estas son de tipo
especie-especificas), lo que a su vez afecta daidoamiento de las redes alimentarias
microbianas (Llabrés & Agusti 2006). Por otra pasteha propuesto que la presencia de niveles
inhibitorios de RUV en lagos de montafia oligotré§ipromueve la mixotrofia, constituyendo las
bacterias la principal fuente de carbono en coada&s en que la fotosintesis se ve inhibida

(Medina-Sanchezt al. 2004, Carrilloet al. 2006). Sin embargo, existen algunas especies
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tolerantes que se ven beneficiadas en presenadétageniveles de RUV vy frente a pulsos de P
(Delgado-Molinaet al. 2009). Mas aun, Gaet al. (2007) encontraron que en los ambientes
marinos tropicales, el fitoplancton puede utilimmRUV como fuente de energia adicional en la
fijacion del carbono. Finalmente, es actualmentpli@mente aceptado el rol de la RUV-A en los

mecanismos de fotorreparacion (Karentz 1994, Catrad. 2007).

2.1.2- Efecto de la temperatura sobre las comunidad

Por su parte, los efectos del aumento de la tetyvarae han estudiado extensamente desde la
descripcidn de la existencia de un proceso de caohibhatico (Wiltshire & Manly 2004, Winder

& Schindler 2004, Elliotet al. 2006). EI aumento de temperatura ha sido aso@ddo6menos
tales como el cambio en las dinamicas del fitogtamg zooplancton en primavera (Winder &
Schindler 2004), cambios en las sucesiones degbldibaton y en la apariciéon de floraciones
algales (Wiltshire & Manly 2004, Elliotet al. 2006, Johnket al. 2008), y aumentos en la
biomasa media anual de fitoplancton junto con p@rdile la biodiversidad de especies,
especialmente cuando el aumento de temperaturgogspafiado por un enriquecimiento de

nutrientes en los cuerpos de agua (Elebtal. 2006).

2.1.3- Interaccion entre radiacion y temperatura

No obstante lo expuesto anteriormente, estos &too actian de manera aislada sino en una
compleja interaccion, por lo que resulta de grapoirtancia entender sus efectos interactivos
sobre el fitoplancton. Algunos estudios han seitalgde estos efectos son variables: por
ejemplo, un aumento de temperatura redujo la fotbicion inducida por la RUV en la diatomea
Thalassiosira pseudonan&Sobrino & Neale 2007) mientras que Roos y Vincéf298),
trabajando con la cianobacteRaormidium murrayencontraron que el aumento de temperatura
ayudaba a contrarrestar la inhibicion del crecitaieinducida por a RUV, pero no la de la
fotosintesis. Se ha propuesto que un aumento dpetatara incrementaria las velocidades
metabdlicas (Baulckt al. 2005) lo que ayudaria a contrarrestar los efewgstivos de la RUV.

En concordancia con esto y trabajando dtralassiosira weissflogiiHelbling et al. (2011)
encontraron que un aumento de temperatura dismiaufzhibicién de la fijaciéon de carbono
inducida por la RUV y aumentaba tanto la expresiérgenes como la actividad de la enzima
RUBISCO. Sin embargo, otros estudios contradicda bfodtesis: Villafafieet al. (2013),

estudiando las respuestas fotosintéticas de lasiidades fitoplanctdnicas en la Patagonia a
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través de ciclos diarios, encontraron que la teaipea tenia diferentes efectos a lo largo de la
sucesion estacional: mientras en las comunidadefigracion se observd un efecto pequefio,
durante la floracion ayudd a contrarrestar la ntagnide la reduccion del rendimiento
fotoquimico y mas aun, actuo sinérgicamente cdRU& durante el inicio de la floracion y en
primavera aumentando la inhibicién fotoquimica ltofalemas, Lesser (1996) encontré que la
exposicion a temperaturas elevadas y RUV solar atare estrés oxidativo, disminuyendo el
rendimiento fotoquimico del PSII y la actividad Beenzima RUBISCO en el dinoflagelado
simbidtico Symbiodinium bermudensén cuanto a los efectos combinados de la radiagia
temperatura a nivel comunidad, Thysseml.(2011) encontraron que estos factores afectaban de
diferente manera a los distintos grupos que la ooiam. En concordancia con lo anterior,
Lionard et al. (2012) exponiendo fitoplancton marino a nivelesnantados de radiacion y
temperatura, encontraron que esta ultima teniap®ss al momento de afectar la estructura de
las comunidades fitoplanctonicas, favoreciendo eganmedida a las diatomeas en detrimento

de las células mas pequefias.

2.1.4- Rol del nitrégeno en el metabolismo del fipdancton

La productividad biolégica en la mayor parte de doganos del mundo es controlada por el
aporte de nutrientes a las aguas superficialesdaiel balance entre el aporte y la remocion de
nutrientes (especialmente nitrogeno, hierro y f@f@l que determina qué nutriente limita el
crecimiento del fitoplancton (Bemaat al. 2005). En los océanos el crecimiento del fitopiamc
esta limitado principalmente por el nitrogeno (lealkki 1997, Cheret al. 2004); sin embargo,
en los cuerpos de agua dulce de climas templatiss frarticularmente en los lagos, la falta de
nitrdgeno puede ser compensada por la fijacioncpdaica de este nutriente por parte de las
cianobacterias (Howarth & Marino 2006).

En particular, el nitrdgeno es un elemento esenpzsh la vida: esta distribuido en los tejidos
organicos, principalmente en las proteinas y acmmdeicos, pero es también un constituyente
importante de las paredes celulares bacterianasio(cacido muramico), compuestos de
transferencia de energia como nucleétidos, pigmseotosintéticos incluyendo la clorofila y las
ficobilinas, vitaminas y productos de reserva cdosogranulos de cianoficina (Kaet al. 2002).

El nitrato y el amonio son las dos especies inacgdnmas importantes que sustentan la
produccién nueva (basada en nitrato) y la producegenerada / reciclada (basada en amonio)

en los ecosistemas marinos (Dugdale & Goering 198i@hque los limndlogos muchas veces
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subestiman los conceptos de produccion nueva gsneeada (Caracet al. 1992), estos también
son validos en ambientes dulceacuicolas (Uehal. 1995, Caraceet al. 1992, Hameet al.
1990). Entre los procesos en los cuales es fundaimarutilizacion del nitrégeno por parte del
fitoplancton se incluyen el transporte de membrémasimilacién e incorporacion de nitrégeno
disuelto externo en compuestos bioquimicos denérdadcélula a través de varios sistemas
enzimaticos (Honget al. 2011). Entre estas enzimas, la nitrato reductigy) ¢ la glutamina
sintetasa (GS) son las enzimas mas importantetugraolas en la asimilacion del nitrégeno. En
particular, la GS cataliza la formacion de glutaemgnpartir de amonio (tanto el proveniente de la
fijacion biologica como el captado del ambientgjytamato en presencia de ATP, y juega un rol
importante en la asimilacion de nitrdgeno, perobigém actia como enzima clave uniendo
carbono al metabolismo del nitrdgeno incorporaniidgeno inorganico en nitrégeno organico
via GS / glutamato sintetasa (GOGAT) (Hatgl.2011).

L-glutamato + NH + ATP —> L-glutamina + ADP + P+ H,O Ec. 1

2.1.5- Objetivo

El objetivo de este capitulo fue el de determinafecto combinado de la RUV y el aumento de
temperatura en diferentes comunidades presentesaelaguna eutrofica de Patagonia a lo largo
del afio, en dos escalas temporales: corto (expetdsi@ lo largo de ciclos diarios) y mediano
plazo (experimentos de 5 dias de duracion) parbuaval impacto de estas variables en la
composicion taxondémica de las muestras, su cresimiesus procesos metabdlicos: fotosintesis
y actividad enzimética de la GS. Esta laguna, cuesido objeto de otros estudios, ha sido
caracterizada por una sucesion estacional de ditefdn, con dominancia circunstancial de

cianobacterias (ver mas adelante).
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2.2.-MATERIALES Y METODOS
2.2.1- Sitio de muestreo

La laguna Cacique Chiquichano (Figs. 2.1 y 2.2umes laguna urbana situada en la ciudad de
Trelew, Provincia del Chubut (43° S, 65° W) quentaeon una superficie de aproximadamente
10 ha, con una profundidad media cercana a 2 ne(Ri¥993). Es una laguna eutréfica que ha
sido objeto de varios estudios fotobiologicos, @ids mayormente en el estudio del
zooplancton (Gongalvest al. 2007, Gongalvegt al. 2011) en los que se encontraron valores
elevados de nutrientes a lo largo del afio: conaeioimes en el rango de 30.9-1A® de
nitrégeno (bajo las formas de NG NO;3) y 8.8-58.8uM de fosforo, acompafiados por valores
variables de atenuacién de la radiacion solar (2718 debidas mayormente a la presencia de
fitoplancton, con concentraciones de Clor-a eraego de 4-70Qg I (Goncalvest al. 2011).
Sus aguas se encuentran sujetas a una fuerte merital en los dias de viento (Gonzalez &
Tappari 1995) y en un estudio previo (Goncaleesal. 2011), se determiné una comunidad
fitoplanctonica con sucesion anual, en la cual i@ @odia dividirse en 4 periodos: dos

dominados por cianobacterias y dos por diatomeas.

Lag. Cacique
Chiguichano @

Fig. 2.1 Mapa de ubicacion de la laguna Caciqueg@tihano (Trelew, Provincia del Chubut).
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Fig. 2.2 (A) Imagen satelital de la ubicacién déalguna Cacique Chiquichano en Trelew, Chubut lifigen de la

laguna y sus alrededores.

2.2.2.- Protocolo de muestreo

Los experimentos se realizaron en el periodo ROibl- Marzo 2012. Las muestras fueron
recolectadas el dia de la experimentacion (endesscde los experimentos a mediano plazo) y la
noche anterior (en el caso de los experimentodado de ciclos diarios). En todos los casos se
registré la temperatura a través de un termomegitatly luego del traslado de las muestras al
laboratorio de la Estacion de Fotobiologia Play@b{EFPU, a 20 min. del sitio de muestreo)
se las mantuvo a la temperaturaitu hasta el momento de la experimentacion.

Las muestras fueron recolectadas con un muestrgadgiamente enjuagado con HCI (1N)
desde la costa de la laguna, tomandolas de lastgmaficial. EI material obtenido fue filtrado
por una malla de 90 um para excluir al zooplangtoal detritus grande y colocado en los

recipientes de experimentacion (ver mas adelante).
2.2.3.- Condiciones experimentales
2.2.3.1.- Experimentos a mediano plazo

Se realizaron cuatro experimentos, uno por cadeiéstdel afio, de cinco dias de duracion a los
gue se denomind a los fines practicos: inviernmmavera, verano y otofio. Las muestras fueron
colocadas en botellas de plexiglas de 3.5 |, tamspes a la RUV. Se establecieron dos
tratamientos de temperatura (Situ y aumentada en 5° C) y dos tratamientos de raaiaci
muestras recibiendo solo radiacion fotosintéticameantiva (PAR: 400-700 nm, tubos cubiertos
con filtros Ultraphan UV Opak 395) y muestras resmdo RUV+PAR (280-700 nm, botellas

descubiertas). En todos los casos, y por limitasode espacio efectivo, se trabajé con
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duplicados. Para proveer las dos temperaturasedits se utilizaron dos bafios de agua
independientes, uno con circulacion de agua cderigrotro con un dispositivo que constaba de
una resistencia y un termostato al cual se le ffgdfda temperatura de trabajo.

Las botellas se expusieron a la radiacion natesgddsicion variable a lo largo del afio, desde las
9.30 alas 17 hs en verano y otofio, y desde |&0 ¥0las 16 hs en invierno y primavera) luego
de lo cual se mantuvieron en oscuridad a la temyrer@orrespondiente de incubacion (iie.,
situ 0 aumentada). El protocolo de muestreo fue elieger las muestras para los analisis de
pigmentos se tomaron al inicio del experimento (YOdlurante la experimentacion en dos
momentos: inmediatamente después de terminadgdsieion diaria a la radiacion natural (fase
de exposicion) de cada uno de los 5 dias y antesodd@enzo de la misma (fase oscura). Las
muestras para analisis de la fluorescencia dedadate recolectaron en TO, al mediodia, a la
noche y a la mafiana, antes de la fase de expaskiidamente, a la mafiana y a la noche se

recolectaron muestras para cuantificacion de cglubnalisis taxondmico.
2.2.3.2.- Ciclos diarios

Se realizaron muestreos cada 2-3 semanas y ddosnteismos dias en que se realizaron las
experiencias a mediano plazo. Estos experimentlsvseon a cabo para monitorear la respuesta
a corto plazo de las distintas comunidades a ¢wldel afio. Las muestras obtenidas de la laguna
fueron colocadas en botellas de plexiglas de Q.fr&rdsparentes a la RUV, y se establecieron dos
tratamientos de temperaturia (Situ y aumentada en 5° C) y tres tratamientos de riadiac
muestras recibiendo solo radiacion fotosintéticameactiva (PAR: 400-700 nm, botellas
cubiertas con filtros Ultraphan UV Opak 395), tratanto P; muestras recibiendo RUV-A +
PAR (320-700 nm, botellas cubiertas con filtros kgefolie 320), tratamiento PA, y muestras
recibiendo RUV+PAR (280-700 nm, botellas descubgrttratamiento PAB. Las caracteristicas
de transmisién de los filtros se presentan en gféfieet al. 2003). En todos los casos, y por
limitaciones de espacio dentro de los bafios tedtiogs, se trabajé con duplicados. Para proveer
las dos temperaturas diferentes se utilizaron é@®d de agua independientes (ver descripcion
mas adelante). Las botellas se expusieron a ladiadinatural (exposicion variable a lo largo del
afio, desde las 9.30 a las 16.30 hs en verano y,ofofllesde las 10.30 a las 15.30 hs en
primavera e invierno) luego de lo cual se mantuvieen oscuridad a la temperatura
correspondiente (i.ein situ o aumentada). El protocolo de muestreo fue elienge: las

muestras para los analisis de pigmentos se reaobecten TO y al final la exposicion, las
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muestras para los andlisis de la fluorescencia @dr-a se tomaron en TO, luego cada una hora
a partir del inicio de la exposicion y hasta dosakalespués de terminada la misma, y se hicieron
dos mediciones mas, una a la noche y otra a lamaadiguiente para estimar la recuperacion de
las muestras luego de haberse eliminado el estndéisico. Asimismo, se recolectaron muestras

de la laguna en cada experiencia para realizaisanéxondmicos y cuantificacion de células.

2.2.4.- Mediciones

Durante los experimentos se realizaron las sigegemiediciones y analisis:

2.2.4.1.- Parametros de fluorescencia de la Clor-a

La fluorescencian vivo del fotosistema Il de la Clor-a se midié con wofbmetro de pulso de
amplitud modulada (Walz, Water PAM, Effeltrich, Aania). Se tomaron alicuotas de 3 ml de
muestra, que se colocaron en una cubeta y se omndi&rveces inmediatamente después del
muestreo, sin adaptacion a la oscuridad. El remditai fotoquimico (Y) se calculé usando las
ecuaciones de Gengy al. (1989) y Weis & Berry (1987) segun:

Y = AFIF = (Fm—R)/Fn Ec. 2

donde F, es la maxima fluorescencia inducida por un pulsdudesaturante (ca. 530@mol
fotones nf s* en 0.8 s) y Fes el la fluorescencia del estado basal induaiddapinfluencia de la

luz actinica en células adaptadas a la luz.

2.2.4.2.- Concentracién de pigmentos y compuestogsegabsorben RUV (CARUV)

Un volumen variable de muestra (de acuerdo al mieaqito de la poblacion, 25-150 ml) se filtrd

a través de filtros GF/F, 50 mm (Munktell, Suegide congelé inmediatamente después hasta el
momento de realizar el analisis. Los pigmentossiatéticos y los CARUV se extrajeron en 5 ml
de metanol. Los tubos conteniendo los extractoamdétos fueron luego sonicados a 20° C
durante 20 min. Luego de otros 40 min de extracd@® muestras fueron centrifugadas y se
obtuvo un espectro de absorcion del sobrenadatie 250 y 750 nm con un espectrofotdmetro
(Hewlett Packard, modelo HP 8453E). El mismo extrametandlico se utilizé para calcular la
concentracion de Clor-a a través de la fluoreseedeil extracto (Holm-Hansen & Riemann
1978) antes y después de la acidificacion (HCI wsBndo un fluorémetro (Turner Designs,

modelo TD 700). La estimacion de CARUYV se realiztagés de la determinacion de la altura de
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los picos a 337 nm segun lo descripto por Dumfpl. (1995), utilizando el software Origin
(OriginLab Corporation).

2.2.4.3.- Recuento de células

Las muestras (5 ml, tanto de campo como las premtes de los distintos tratamientos) se
fijaron con formalina neutralizada (concentraciimalf de formaldehido en la muestra de 0.4%) y
fueron contadas con una camara Sedgewick-Raftardasan microscopio invertido (Leica,
modelo DM IL).

2.2.4.4.- Mediciones de temperatura y radiacion

La radiacion solar incidente en el area fue moe#éda constantemente con un radiémetro de
banda ancha (ELDONET, Real Time Computer, Mohreimddemania) que mide RUV-B (280—
315 nm), RUV-A (315-400 nm) y PAR (400-700 nm) cadgundo, promediando los datos de
un intervalo de un minuto y guardando los datosiee computadora (los valores de RUV se
obtuvieron de la suma de la banda de RUV-A y RUV-B3te instrumento esta instalado
permanentemente en el techo de la EFPU y es addilaraualmente utilizando un procedimiento
de calibracién solar. Para las mediciones del ciegfie de atenuacion en la laguna, y dado que la
laguna es poco profunda y que no se pudieron eeglerfiles debido a la ausencia de muelles o
plataformas, se tuvieron en cuenta estudios anésrique indican que en la laguna Cacique
Chiquichano el kar Se encuentra mayormente influenciado por la Ci@ancalvest al. 2011),
teniendo el CDOM una influencia muy pequefia y [cantente sin material particulado; por lo
tanto se realiz6 el célculo del mismo en base anlodelos de Morris (1995) y Branco (2005) ,

con las modificaciones propuestas por Gongalvesl(2(@ara este caso particular:

Kcior-a = 0.22 + 0.008 * Clor-a + 0.054 * Clor-3%® Ec. 3

2.2.4.5- Concentracion de proteinas y actividad da enzima Glutamina Sintetasa (GS)

Un volumen variable de muestra de los contenedexpsestos en la experiencia de mediano
plazo (y de acuerdo al crecimiento de la poblac28a150 ml estimado por el desarrollo de color
en la muestra) se filtré a través de filtros GFA&50 mm (Munktell, Suecia) y se congeld
inmediatamente después hasta el momento de realizandlisis. Para extraer las proteinas
totales se sigui6 el protocolo de Ivleva (2007) atgunas adaptaciones: la muestra se coloco en

un tubo congelado y se le agregaron 1.5 ml de bd#eextraccion (Buffer HEPES 50 mM, pH
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7.5, MgCh 20 mM, EDTA 0.2 mM, DDT 5 mM, NaHCO25 mM, TritonX100 0.1%) y
microesferas de vidrio. Se trato la mezcla coroside 30 seg de agitacion y 30 seg de reposo en
hielo durante 10 min. Luego se centrifug6 la memdcleante 15 min a 1000 g y se determind la
actividad de la GS en el sobrenadante. La conaadtrale proteinas se determind por el método
de Bradford (1976) mientras que la actividad d&&se determind por el método descripto en
Reeset al.(1995), modificado levemente para trabajar con tnaggongeladas. La actividad GS
se expreso en unidades relativas (UR), donde ldgResenta 1 umol de fosforo inorgénicg (P

producido por mg de proteina por hora.
2.2.4.6.- Calculos y estadistica

Para los experimentos de mediano plazo, cada fiexttorse realizé en duplicado; por lo tanto,
todos los datos se presentan como su media y &l rdél rango entre réplicas, mientras que en
los ciclos diarios, cada tratamiento se realiz6 tpipticado, por lo que los datos se presentan
como su media y desvio estandar. Para determitexa@tiones entre temperatura y radiacion se
utilizé un ANOVA de dos vias con un limite de camiza del 95% (Zar 1999) y como test post-
hoc se utilizé6 un Fisher-LSD, mientras que pardizarala evolucion del Y en las distintas
estaciones se utilizo un ANOVA de medidas repetiBasa describir la evolucion de la Clor-a se
calculé la méxima pendiente a la curva de conceidginade la Clor-a a lo largo de cada
experimento. En aquellos casos en los que no sernwbda tipica fase de crecimiento
exponencial (por ej. cuando no se observd aumentaseconcentraciones o incluso se vio una
disminucion) el ajuste lineal se realizé con tolb@spuntos.

Se realiz6 un ajuste exponencial (y = a™)eon los valores del rendimiento fotoquimico
efectivo al mediodia (exposicion) y en la mafamapr@no (oscuridad) a lo largo de cada
experimento de mediano plazo usando un limite déaswa de 95%. En cada caso se obtuvo un
valor de b, denominadaq.Ry brecrespectivamente.

Para los valores de Y de los ciclos diarios, sbziean ajuste exponencial (y = a ®econ los
valores de disminucion de Y (ver Fig. 2.5), obtad@se el valor del exponerit§de ahora en
mas, Tasa de inhibicion de .Yyambién se calculd el porcentaje de recuperac®iy ¢%Y),

utilizando la siguiente formula:

%Y = (Yin / Y10) * 100 Ec.4
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siendo ¥, y Yo el rendimiento final e inicial respectivamente, stnéndose en la gréafica
correspondiente (Fig. 2.6) la relacion entrga¥Y ro para permitir una mejor visualizacion. Para
evaluar las variables que predecian de mejor faimalor dek y %Y a lo largo del afio, se
realizé una regresion lineal maltiple (RLM) con kdslos diarios, considerando como variables
independientes la irradiancia media durante la skpgm, el porcentaje de cianobacteria, la
temperatura de exposicion y la concentracion de-&l®revio a esto, se realizo un ANOVA de
medidas repetidas con cada ciclo diario para det@teracciones de temperatura y radiacion en
los mismos y excluirlos de la RLM. Del total de @6los, se excluyeron ocho ciclos como se
indica a continuacion: en la experimentacion déeimo, se registraron efectos de la temperatura
sobre el rendimiento el 5/7 y de la temperatura gatliacion Unicamente en la experimentacion
del 28/8, mientras que en primavera se registrafectos de la radiacion en un ciclo (25/10) y de
la temperatura en otro (12/12). En verano se mégisha interaccion de la temperatura y la
radiacion en dos ocasiones (3/1 y 1/3) y de laacidin en una ocasion (5/1). Finalmente, en

otofio se registré un efecto de temperatura y retiaan una sola ocasion (26/3).
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2.3.RESULTADOS

2.3.1. Caracteristicas del sitio de estudio

Las condiciones de radiacion durante la etapa ewrpatal se muestran en la Fig. 2.3. Las dosis
diarias a lo largo del afio fueron variables (Fi@. &) con valores maximos en verano de 13.9
MJ-m?, 2.17 MJ-nfy 51.7 kJ-rif y minimos en invierno de 0.27 MJ?m0.07 MJ-nfy 0.29

kJ-m? para PAR, RUV-A y RUV-B respectivamente. Las difesias observadas entre dias

cercanos se debieron a la presencia de nubes.
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Fig. 2.3 Condiciones de radiacién sobre la EFPlmhar el periodo de estudio: dosis diarias de PAR, e
MJ m? (A), RUV-A, en kJ nf y, (B) y RUV-B, en kJ i (C).

Las condiciones fisicas y la concentracion de @larlo largo del afio se muestran en la Fig. 2.4.

La temperatura del agua (Fig. 2.4. A) vario a tgdedel periodo experimental desde los 8° C en

50



invierno hasta los 25° C en verano. Por su pargecoeficientes de atenuacion se mantuvieron
bajos (~ 0.5 m) en el periodo en el que la concentracién de €lse-mantuvo baja (fase clara,
con altas abundancias dgaphnig, esto es mayo-octubre 2011, y aumentaron durknte
primavera-verano, alcanzando valores de ~’ Mhientras tanto, la concentracién de Clor-a se
mantuvo baja durante el periodo mencionado, luegteatd y mostré dos picos, el primero de ~
430 ug-I* en noviembre y otro de ~ 33@:I* en enero. Como muestra la figura, los primeros
dos experimentos se realizaron en la etapa decfas®e mientras que los ultimos se llevaron a
cabo en el inicio y final del desarrollo del segumpito de Clor-a.
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Fig. 2.4 Condiciones fisicas (temperatura del ageaeficiente de atenuacion) (A) y concentracion de
Clor-a (B) en la laguna Chiquichano a lo largo pediodo experimental. Las lineas rectas en el fnel

indican los periodos de experimentacién de mediemDn.
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La composicion de las muestras extraidas de lanéaguo largo del afio se muestra en la Fig. 2.5.
Las muestras estuvieron dominadas por cianobacteriamafio muy pequefio en la mayor parte
del afio, siendo los géneros mas representafilynsechocystig Aphanothecea excepcion de la
etapa estival en la que se observé la aparicioradienias deMicrocystisy filamentos de
Anabaenopsis.El segundo grupo en abundancia fue el de las fisp representado
principalmente porChlamydomonasiEn primavera, se observé un aumento marcado de la
abundancia de este grupo, causado por una floraeilbgéneroretraspora Dicho aumento fue
acompafado por una fuerte disminucién en la abwmaate las cianobacterias. De la misma
forma, la disminucion en las abundancias de la®fiteas fue acompafiada por aumentos de las

cianobacterias. Las diatomeas, en cambio, fuercasas durante todo el afio siendo los géneros

mas representativd¢avicula, Gomphonema Cyclotella
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Fig. 2.5 Porcentaje de abundancia de Cianobact&@iasficeas y Diatomeas a lo largo del afio dadana

Cacique Chiquichano.

2.3.2. Experimentacién a corto plazo

A modo de ejemplo, la Fig. 2.6 muestra un ciclaidisipico de eficiencia fotosintética de una
muestra de la laguna Cacique Chiquichano expuestiasacondiciones experimentales
previamente descriptas (ver seccion de MateriaMgtpdos). En todos los ciclos se observé una

disminucion en los valores de Y durante el inic® ld exposicion, siendo esta disminucion
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maxima generalmente alrededor del mediodia. Passtéomomento, se observo un aumento en
los valores de Y, indicando su recuperacion; emiredg casos esta recuperacion se observo
mientras las muestras se encontraban expuestagmioi@mdose recuperacién dindmica. Sin

embargo, en muchos casos, la mayor parte de estperacion se observo durante la etapa
oscura, luego de finalizada la exposicidon, alcadaée en muchos casos porcentajes de

recuperacion mayores a 100% (indicativo de quedtares finales alcanzados eran mayores que

los iniciales, ver Fig. 2.7).
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Fig. 2.6 Ciclo diario de Y tipico observado duratdeexposicion de una muestra extraida de la laguna
Cacique Chiquichano. Nétese el corte de eje cereatas 23 hs. En color rojo se muestran los puntos
utilizados para calcular el valor de la tasa débigtdon del Y k) mientras que en color verde se muestran los

puntos que se utilizaron en el célculo del porgerta recuperacion de Y (%Y).

Los valores de la tasa de inhibicion de Y y detpataje de recuperacion % Y se presentan en la
Fig. 2.7. En general, se observo que los valoreslatos dek (Fig. 2.7 A) eran menores en
verano y primavera y mayores en otoflo e invierndemdds, no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos de radiacionmperatura a lo largo del afio. Por su parte, los
valores del porcentaje de recuperacion % Y (Fig.B).mostraron una mejor recuperacion en las
muestras expuestas durante otofio e invierno, donegacercanos o mayores a 1 mientras que en
primavera y verano se registraron valores mas paj@nores a 1, lo que implica que las

muestras sufrieron una inhibicién crénica.
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A fin de explicar los valores dey % Y a lo largo del afio, se realizaron RLM cas Variables
medidas, obteniéndose en cada caso un modelo queestra en la Fig. 2.7. El ajuste realizado
con los ciclos diarios mostré que el valor del engyde de inhibicidik estaba relacionado con la
irradiancia recibida y con la concentracién de @¢F = 0.84) pudiendo expresarse esta relacion

mediante la ecuacion:

k =- 2.60 * 10° Irradiancia — 1.51 * 1& Clor-a Ec.5
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Fig. 2.7 Valorek (A) y % Y (B) para los ciclos diarios realizadagdlos distintos tratamientos de radiacién
y de temperatura durante las distintas estacioeésafib en la laguna Cacique Chiquichano. La linea
continua representa el modelo de regresion mult{leM) obtenido con las variables irradiancia,
temperatura experimental, porcentaje de cianohbastgrconcentracion de Clor-a. Las lineas discaasn

representan el intervalo de confianza del RLM.
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Por su parte, el valor de % Y se relacion6 comiesnas variables independientes (Irradiancia y
concentracion de Clor-a) pero ademas con el pajgede cianobacterias presente en la muestra,

obteniéndose un buen ajuste de los dafos (t95). La ecuacién de ajuste en este caso fue:

%Y = 129.38 % cianobacterias — 0.113 Irradianci@.438 Clor-a Ec. 6

55



2.3.3 Experimentacion a mediano plazo

2.3.3.1 Condiciones de radiacion

Las condiciones de radiacién sobre la laguna Cacfthiquichano durante las experiencias de
mediano plazo se muestran en la Fig. 2.8. Las cmm#is durante los experimentos fueron
mayormente nubladas, con valores méaximos de PARI®S, 383, 477 y 275 Wen invierno,

primavera, verano y otofio respectivamente (FigB}.§ de RUV de ~ 17, 57, 76 y 43 (Fig. 2.8
C) en invierno, primavera, verano y otofio respaatignte.
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Etapa experimental

Fig. 2.8 Condiciones de radiacion durante los eéxpantos de mediano plazo: dosis de PAR (en M) ()
a lo largo del afio indicando con segmentos el mtonda las diferentes experiencias: invierno, priemay

verano y otofio, e irradiancias (en Wnte PAR, 400-700 nm (B) y RUV, 280-400 nm (C) dileaestas
experiencias.
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2.3.3.2 Analisis de pigmentos

La evolucion de la Clor-a a lo largo de los experntos a mediano plazo se muestra en la Fig.
2.9. Tanto en invierno (Fig. 2.9 A) como en primavé~ig. 2.9 B) se observa un aumento de la
Clor-a hacia el final del experimento, siendo mayara las muestras expuestas a temperaturas
mas elevadas. En verano, sin embargo, hay unanilisidh de las concentraciones de Clor-a,
siendo esta disminucion mayor para las muestrasddajatamiento P. En otofio en cambio, se
observa un aumento de las concentraciones de Chalcanzando las muestras expuestas a
temperaturas mas elevadas de manera mas rapidasdade estacionaria. Para comparar
estadisticamente la evolucion de la Clor-a se tioo las velocidades de cambio de la misma
(Tabla 2.1). En ninguna de las estaciones se detecinteracciones; sin embargo si hubo efectos
combinados de la radiacién y de la temperaturaderno, mientras que se confirmo el efecto de
la temperatura sobre la comunidad de primaveralg dediacion sobre la de verano. En ninguna
de las etapas experimentales se detectd la praseigciconcentraciones significativas de
pigmentos fotoprotectores (CARUV o0 carotenoidesjo bainguno de los tratamientos de

radiacion o temperatura.
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16 —| & PABin situ
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<> PAB+5

@ P +5
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Fig. 2.9 Concentraciones de Clorigy(I*) a lo largo de los experimentos de mediano plazo
para los diferentes tratamientos de radiacion: FAB(PAR+UV y PAR solo, respectivamente)
y de temperatura i$n(situ) y +5 (n situy temperatura aumentada, respectivamente).
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Tabla 2.1 Evolucién de la Clor-a (ug Clor3 &n cada uno de los periodos experimentales para
los diferentes tratamientos de radiacién: PAB, P& y de temperatura isn(situ) y +5
(temperatura aumentada). Las Ultimas tres filaalldetlos resultados del ANOVA de dos vias
realizado con estos valores (se muestran los wldeep) para determinar los efectos de la

radiacion, de la temperatura o de su combinacion

Tratamiento Invierno Primavera Verano Otofio
PABis 0.02 £0.0. 0.07 £0.0: 0.97 + 0.4: 1.93+1.0:
Pis 0.04 £0.0: 0.10 £ 0.1 0.57+0.2 2.09 £ 0.9
PAB+5 0.06 £ 0.0: 0.33+0.1 1.61 + 0.8 2.36 £ 1.3
P+5 0.08 £ 0.0 0.39+0.1 0.71 £ 0.5: 2.39+1.0
Radiacion 0.001 ns 0.031 ns
Temperatura 0.02¢ 0.01 ns ns
RXT ns ns ns ns

Tabla 2.2 Abundancia de organismos al inicio yirslfde los experimentos de mediano plazo,
expresadas como nimero de células X D' para los diferentes tratamientos de radiacion:
PAB, PA y P y de temperatura is 6itu) y +5 (temperatura aumentada). Los datos se nauestr
como la media 4a mitad del rango entre réplicas. Las Ultimas filas detallan los resultados

del ANOVA de dos vias realizado con estos valoss riuestran los valores de p) para

determinar los efectos de la radiacion, de la teatpma 0 de su combinacién. Grados de

libertad: _.
Tratamiento Invierno Primavera Verano Otofio
TO 73.13+6.8 300.17+34.1 686.00+31.1 100.33+0.9
PABIs 100.53+£33.7 204.50+2.1 427.58+106.1 127.00 +26.4
Pis 196.97 £ 0.0 15867 £70.2: 499.33+10.3 143.83+31.3
PAB+5 169.77+£1.9 187.98+69.7 473.33+1.8 158.00+19.8
P+5 183.43+0.0 181.33+53.2 432.00+20.7 143.00+1.4
Radiacion ns ns ns ns
Temperatura ns ns ns ns
RxT 0.02¢ ns ns ns

2.3.3.3 Analisis taxondmicos

Los resultados de los andlisis de abundancia celefacélulas x 10ml?) en cada una de las

estaciones se muestran en la Tabla 2.2. Mient@ggprimavera y verano se observo una
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Fig. 2.10 Porcentaje de abundancia de los difesegtapos algales al inicio y al final del

experimento para cada uno de los tratamientos.difasentes lineas evidencian diferencias

estadisticas entre los mismos.
disminucion en la concentracion de fitoplancton,oéoiio e invierno se observé lo contrario,
habiéndose detectado en este Ultimo una interacmbdagdnica de radiacidn y temperatura,
siendo la concentracion de algas en el tratamiPA® de la temperatura situ menor que los
demas tratamientos hacia el final del experimdatporcentaje de abundancia de los principales
grupos algales al inicio y al final del experimers® muestra en la Fig. 2.10. En todas las
estaciones se puede observar un fuerte predomieio cidnobacterias (principalmente
Synechococcusp.y Aphanothecep.) al inicio de las incubaciones. Mientras estainancia de

cianobacterias se mantuvo en invierno, las muesjuas recibieron RUV tuvieron menores
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abundancias (p= 0.043) que las del tratamientd®&gredndose lo contrario para clorofitas (p =
0.046), cuya abundancia final (en todos los tragaitos) fue menor a la inicial. La dominancia de
cianobacterias se mantuvo alto durante primavevargno, aunque durante esta Ultima etapa
experimental también se observo un aumento enuladaincia de las clorofitas. Durante el otofio,
sin embargo, se observé una disminucion de la anama de cianobacterias acompafiado por un
aumento de la presencia de especies de clorofitga®cystissp.) y diatomeas (i.e., diatomeas
pennadas tales comdavicula sp.). Este ultimo grupo se vio afectado por la &emajra i
situ<+5°C, p=0.0002) mientras que para cloroficeadbsered una interaccion sinérgica entre la
RUV vy la temperatura (p=0.045, las muestras expseatPAB y temperatuna situ fueron
menos abundantes que las otras). Cuando el tadig&to se repitid con los valores absolutos de
abundancia, se obtuvieron algunas diferenciasnsengraron efectos de la temperatura para las
diatomeas en invierno (p = 0.039) y primavera (2G39) y las cloroficeas en otofio (p = 0.036),
asi como interacciones para las cloroficeas emuefa = 0.02) y para las cianobacterias en
invierno (p = 0.023). Por ultimo, no se observaeectos para las cloroficeas en invierno (que
habian sido afectadas por la radiacion y la tenpexrauando se consideraron las abundancias
porcentuales).

2.3.3.4 Andlisis de fluorescencia de la Clor-a

El rendimiento fotoquimico en los diferentes traemtos a lo largo de los experimentos se
muestra en la Fig. 2.11. Tanto en invierno commaviera (Fig. 2.11 A y B, respectivamente) se
pudo observar una aclimatacion de las muestras eoladiciones ambientales (evidenciada por
un aumento del rendimiento fotoquimico), sienda ésfyor para las muestras expuestas a
temperaturas aumentadas. En verano (Fig. 2.11 &¢liatacion fue mucho menor, mientras
que en otofio (Fig. 2.11 D) se observé un detemordas condiciones fisioldgicas de las algas
(evidenciada por una disminucién del rendimientodaimico). No se encontraron diferencias
significativas a lo largo de cada experimento ludgaealizar el ANOVA de medidas repetidas;
sin embargo se observd un patrén hacia el finalegdperimento tanto en las comunidades de
invierno como de primavera: las muestras expuestaayor temperatura tuvieron valores de Y

mas altos que aquellas incubadasitu.
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Fig. 2.11 Rendimiento fotoquimico a lo largo de lesperimentos en las distintas instancias
experimentales. Las barras superiores indican daesf del experimento: exposicion (claras) y

recuperacioén (oscuras).

Con la finalidad de entender la dindmica fotoquémjida posible adaptacién de las comunidades
en cada etapa experimental, se realizo un ajuptEnercial con las mediciones de Y al mediodia
(que corresponden a la exposicion durante las cmmdis de maxima irradiancia) y otro con los
de la mafana temprano (luego de toda una nocheageracion en la oscuridad). La Fig. 2.12
muestra el valor de b obtenido en los ajustesqgecion 2.2.4.6) para cada estacion. Los valores
de b para la exposicion (Fig. 2.12 A) evidenciamkncionado anteriormente: durante invierno,
primavera y verano se observé una aclimatacionfupienenor para este ultimo, mientras que en
otofio, el deterioro de las condiciones fisiol6gisasevidencio en los valores negativos que se
obtuvieron para &, En ninguna de las estaciones se detectaron mitiexe significativas. De

manera similar, los valores de b obtenidos cowvébsres de Y medido a la mafana (fase oscura,
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Fig. 2.12 B) fueron positivos en invierno, primawververano (siendo menores en este Ultimo) y
negativos en otofio. Para los valores de b durarfsk oscura, se encontraron diferencias entre
los tratamientos de temperatura en invierno, siendgores los valores de b de las muestras
expuestas a una temperatura aumentada que pavgplasstas a temperatuiassitu (p = 0.011)

y en otofio se encontraron efectos de la temperagtlaaradiacion (p = 0.001 y p = 0.018

respectivamente) siendgosk < PAB.soc < Bn sity < PABq it
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Fig. 2.12 Valor de b obtenido del ajuste exponérdih rendimiento fotoquimico al mediodia.p y a la

mafiana (RJ). Las diferentes lineas evidencian diferenciagdésticas entre los tratamientos.

2.3.3.5 Actividad enzimética de la glutamina sintetsa GS

La actividad de la enzima GS a lo largo de los erppntos de mediano plazo se muestra en la
Fig. 2.13. En todos los casos se observd una grdabilidad en su actividad a lo largo del

experimento, siendo esta variabilidad mas prondacén invierno. Sin embargo, con excepcion
de la primavera, cuando los valores oscilaron éteUR mostrando una estabilidad relativa a

lo largo del experimento, en las demas instanciperénentales se observo que los valores de la
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actividad GS oscilaron alrededor de un valor cémtrdisminuyeron al inicio del experimento -
aunque siempre con la variabilidad mencionada- pacaperarse hacia el final del mismo,
alcanzando valores iguales o menores al inicialpfinavera, ademas, se observé un pico en la
actividad GS para el tratamiento PAB a temperatusitu al inicio del experimentgara luego
disminuir a valores similares a los observados paseotros tratamientos. Si bien en algunos
momentos se registraron diferencias entre losniatetos, éstas no fueron significativas a lo

largo del experimento segun el andlisis de medigjastidas.
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Fig. 2.13 Actividad glutamina sintetasa - GR (endades relativas - UR) a lo largo de las
diferentes etapas experimentales.



2.4.DISCUSION

En los dltimos afios, se han realizado muchos estudndientes a cuantificar y/o predecir el
impacto del cambio climético en las comunidadesécas (Wiltshire & Manly 2004, Lassen

al. 2009, Harrison & Smith 2009, Daufreseé al. 2009). Los resultados obtenidos en este
capitulo muestran que la respuesta de las comwsdadios factores de estrés asociados con el
cambio climatico, tales como la temperatura y la/Rlo largo del afo, es variable.

Al evaluar los resultados obtenidos para la lagDaeique Chiquichano, se observo que si bien
se encuentra caracterizada lo largo de todo el @oiofitoplancton muy pequefio, sufre
variaciones estacionales en la composicion desipsoges. Previamente, Gongaletsl. (2011)
encontraron que la dindmica del fitoplancton ena elstguna se encuentra mayormente
influenciada por la radiacion solar y la abundamggpredadores, y que los mayores valores de
inhibicion fotosintética fueron hallados cuandaelpo dominante en el fitoplancton era el de las
cianobacterias. En concordancia con esto Ultime,résultados presentados en este capitulo
muestran que la disminucién en los valores del ingiedito fotoquimico (esto es mayor
inhibicion fotoquimica, expresada por el parametyose relaciona fuertemente y de forma
negativa con la irradiancia recibida (Ec. 5), pambién, nuevamente de manera negativa, con la
concentracion de Clor-a al momento del muestremqa no se observa una relacion
significativa (tanto positiva como negativa) conpekrcentaje de cianobacterias presente en la
muestra. Estos resultados indicarian que la distidnudel rendimiento fotoquimico es mayor
cuando mayor irradiancia reciben las células, ntumas sombreadas (i.e., historia luminica) se
encuentran las muestras, ya que en esta lagunanieerdracion de Clor-a se encuentra
relacionada directamente con el coeficiente denexitn k (Goncalveset al. 2011). Esto ultimo

se debe a que en condiciones de alta concentrat@olor-a, las células se encuentran
aclimatadas a situaciones de “oscuridad”, por le quando son transferidas a condiciones de
irradiancias mas altas, se inhiben facilmente. &mtraposicion, cuando las concentraciones de
Clor-a son bajas, las células se encuentran aeldaata condiciones “claras”q(knas bajos,
cuerpos de agua mas transparentes, con nivelesad@ncia mayores) por lo que cuando son
expuestas a situaciones de irradiancias altash#geim menos. Estudios previos han demostrado
que las altas irradiancias estan asociadas a tanffidbicion de la eficiencia cuantica de la
fotosintesis, siendo esta fotoinhibicion una fundiénto de la irradiancia como del tiempo (Kok

1956, Longet al. 1994). A su vez, otros estudios han demostradeelacion entre la
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transparencia del agua y la fotoinhibicién: Lehmanral. (2004) presentaron un modelo para
estimar la fotoinhibicion de la fotosintesis emddumna de agua a través del valor genlentras
que Kromkampet al. (2008), realizando mediciones de fluorescenciaszpnpamiento similar al
utilizado en estas experiencias en un lago holaedésntraron que la turbidez (variable asociada
a la transparencia del agua) era el factor queicat@d de mejor forma los parametros
fotosintéticos obtenidos. Por otra parte, el pdmajen de recuperacion del rendimiento
fotoquimico % Y también estuvo relacionado condadiancia recibida durante la exposicion asi
como con la concentracién de Clor-a presente emlastras, pero también con el porcentaje de
cianobacterias presente en la muestras. Si biesteexmuchos mecanismos que utilizan las
cianobacterias para evadir / protegerse de poreipaeticulares del espectro electromagnético
(por ej. de la RUV) o irradiancias muy altas (pana revision ver Castenholz & Garcia-Pichel
2002) y se han descripto algunos mecanismos quU@EC[E Su recuperacion cuando se ven
expuestas a estas situaciones (como por €j., tesgide novode la proteina D1 descripta por
Campbellet al. 1998), no existen hasta la fecha mecanismos dietles con respecto a los otros
grupos algales que expliquen su predominio en artdsey condiciones extremas.

Por su parte, los experimentos de mediano plazostnaue que cuando las cianobacterias
dominaron a lo largo de todo el experimento, exist@ aclimatacion a las condiciones
experimentales, evidenciada en un aumento progre&vos valores de Y, confirmado por los
valores de b (tanto de exposicion como de oscurigiadbs ajustes exponenciales (Fig. 2.12). Sin
embargo, cuando las cianobacterias fueron reengd@azzn dominancia por las cloroficeas (i.e.,
otofio), se observé una disminucién progresiva sle@ddores de Y a lo largo de los experimentos,
evidenciada también en los valores negativos delbseajustes. Esto puede deberse al cambio en
la distribucion de tamafios de las especies present& muestra, que pasé de especies pequefas
como Synechococcusp. y Aphanothecesp. al inicio del experimento a especies mas gsande
comoOocystissp. Con respecto a esto Ultimo, se ha sugeriddaguespecies mas pequefias son
mas resistentes a la RUV cuando se determinanfect®® sobre la fotosintesis (Helbliagal.
2001, Helblinget al. 2005) aunque también son mas propensas a sufidsda la estructura del
ADN (Boelenet al. 2000, Helblinget al. 2005). Ademas, y si bien no se determiné en esia t

la presencia de pigmentos fotoprotectores espaniBate en vainas, tanfynechococcusp.
comoAphanothecep. se encuentran rodeadas de una vaina mucilagynes ha propuesto que

RUV promueve no solo el desarrollo de estas estrast sino también la sintesis en las mismas
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de compuestos fotoprotectores como la scytonemmates especies (Ehling-Schudt al.
1997). Mas aun, varios trabajos describen la sénths estos compuestos fotoprotectrores en la
vaina tanto paradphanothec€Pdcs, 2009) como eé®ynechococcu&arcia-Pichel & Castenholz
1993), por lo que las respuestas observadas puedsrse debido también a la capacidad de
estas cianobacterias de sintetizar compuestosrégémpores aunque su presencia no se haya
detectado (probablemente enmascarada por la pres#otros grupos algales como se da en
una comunidad)En cuanto a la sensibilidad de las cloroficeastérenla RUV, los estudios
resultan contradictorios: mientras algunos aut@esontraron que su crecimiento se veia
inhibido en presencia de la RUV (van Dogtkal. 2001), otros encontraron lo contrario (Rety

al. 2006) a la vez que Villafaret al. (2008) describieron que la fotoinhibicion inducpa RUV

era menor cuando las cloroficeas dominaban las wolades fitoplanctonicas marinas de la
Patagonia. En este estudio, la disminucion de lleres de Y observada hacia el final del
experimento fue acompafiada por un estancamientostenor disminucion de la sintesis de
Clor-a (Fig. 2.9), aunque no llegé a reflejarseelemimero de células.

Si bien las comunidades de primavera y verano fula®que tuvieron los valores mas altos de k
(asociados a la disminucion del Y) y mas bajosidel (asociados a la recuperacion del Y en
oscuridad) en los ciclos diarios, las experimeotaes a mediano plazo durante estos periodos
del aflo mostraron que estas comunidades se adlomai@ lo largo del experimento,
disminuyendo de esta forma el impacto de las camis experimentales sobre la comunidad
fitoplancténica. Los resultados presentados en czgiéulo concuerdan con estudios anteriores:
por ejemplo Diazt al.(1997), trabajando con especies fitoplanctonicaérticas en dos escalas
temporales (corto y largo plazo) y exponiéndolé&s RUV solar, encontraron que si bien durante
las experiencias de corto plazo las especies askaglexhibieron una inhibicion de la fotosintesis
alta, esta inhibicion disminuyé a medida que pregm estudio en las experiencias a largo plazo,
debido a procesos de aclimatacion. De la mismadpHtelblinget al. (1996) encontraron que al
inicio del experimento las tasas fotosintéticas amtro especies de diatomeas estaban
significativamente inhibidas por la RUV mientraseqal final del mismo, no se encontraron
diferencias significativas entre las muestras esfaseUnicamente a PAR y las expuestas a
PAR+RUV. Estos resultados resaltan la importaneiaedlizar este tipo de estudios en escalas
de tiempo acordes para poder evaluar los difereptesesos (fotoinhibicion, crecimiento,

aclimatacion).
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Finalmente, y en cuanto a los resultados de laidatl GS, se encontré que independientemente
del tratamiento aplicado, los valores obtenidostraban una tendencia similar de disminucion
al inicio del experimento y aumento progresivo aael final del mismo (Fig. 2.13, aunque
marcado por una fuerte variabilidad. Estudios m®vwnostraron que la exposicion a la RUV
inhibia la actividad GS en escalas cortas de tie(fponaret al. 2003, Kumaret al. 1996). Sin
embargo, los niveles de RUV vy las escalas de tieoffizadas en estos trabajos difieren
notablemente de las utilizadas en este capitulentnasis en este trabajo las exposiciones duraron
4 dias y los niveles de RUV nunca excedieron eliméxde 2.3 W n? durante el dia, los
experimentos citados expusieron cultivos a irrad@nde 2.5 — 5 W tpor espacio de 1.5 — 5
hs. Podria pensarse que las condiciones experileenitilizadas en este capitulo permitieron
una doble aclimatacion: por exponerse las mueatrasliacion natural, los niveles de radiacion
fueron aumentando progresivamente hacia el medlwita alcanzar los niveles maximos para
disminuir posteriormente, a la vez que al utilieacalas de tiempo mas prolongadas, se permitio
la suficiente adaptacion a las condiciones de egigos

Los resultados presentados en este capitulo moegtra el sistema eutrofico estudiado,
caracterizado por una sucesion estacional, se emauduertemente influenciado por la
irradiancia recibida y la concentracion de Closi@ndo estas determinantes de la disminucion
del rendimiento fotoquimico y de su recuperacioruea escala temporal corta. Sin embargo, y
dependiendo de la composicion de la comunidad, pséale recuperarse cuando la escala
temporal es mayor: de esta forma, si la comuniéaghsuentra dominada por cianobacterias, se
observa una progresiva aclimatacién a las condisia@xperimentales, no siendo asi cuando el

grupo dominante son las cloroficeas.
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Capitulo 3

Efecto de la radiacion ultravioleta
y de la temperatura en un sistema
eutrofico dominado por una
cianobacteria filamentosa: Laguna
Don Tomas (Santa Rosa, La
Pampa)



3.1.-INTRODUCCION

El uso por parte del ser humano de los recursasaias altera la estructura y el funcionamiento
de los ecosistemas (Vitousekal. 1997) por lo que, sumado al fenomeno de cambméatico,

se debe considerar otra problematica actual aso@adicularmente a la urbanizacién y a las
actividades de origen antropico: la eutrofizaciBagrl & Huisman 2008). Con respecto al uso de
las tierras, se estima que una gran porcentajasdiielras se encuentra transformada o degradada
por el ser humano; de este porcentaje la mayoe prtomprenden las actividades agricolas o
areas urbanas-industriales seguido por la utillraen forma de pasturas (Vitousatkal. 1997).
Como resultado de estas actividades (agricolagdgaas y combustion de combustibles fésiles)
se generan fuentes no puntuales de nutrientessajuésecuentemente muy dificiles de controlar
(Anderson, 2002). Por su parte, existe una reladid@cta entre el crecimiento demografico y las
aplicaciones de fertilizantes y el aumento de fige N y P a los rios (Anderson, 2002). Cuando
estos aportes alcanzan los cuerpos de agua (dusries, aguas costeras), se encuentran
disponibles para ser captados por el fitoplanctatilizados para su crecimiento, lo que puede
generar otros problemas entre los que se encuerdtamento de biomasa y cambio en la
composicion de especies de fitoplancton y perifitisminucion de la transparencia, problemas
de sabor y olor, variaciones nocivas en el pH yceotraciones de oxigeno disuelto, etc. (Smith
et al. 1999). Todos estos cambios conducen a un deteyereral del cuerpo de agua (Patidl.
2001, Paerl & Fulton 2006).

3.1.1 Eutrofizacion

Originalmente, se definia la eutrofizacion comopedceso de envejecimiento natural de los
ecosistemas acuaticos (Anderson 2002) mientrasagualmente el término se asocia con el
mismo proceso pero acelerado debido al aporte tleemies proveniente de las actividades
humanas. Nixon (1995) definio la eutrofizacion cohno aumento en la velocidad de aporte de
materia organica a un ecosistein&i bien este término es comunmente aplicado [zges y
embalses, su uso también se aplica a rios, egtuadguas costeras (Sméhal. 1999) y aunque
esta definicibn abarca a los nutrientes en genlesaljue se consideran mayoritariamente son el
fosforo y el nitrogeno (Anderson, 2002).

La dindmica de descarga / aporte de nutrientesah@iado sustancialmente en las ultimas

épocas: mientras se han promovido activamentetasciones en los aportes de P, la instalacion
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de poblaciones humanas cercanas a los cuerposiddagrecido en paralelo con el aporte de N
a los mismos, frecuentemente a velocidades mas@l@el de P (Vitousedt al. 1997, Paerl &
Paul 2012). El aporte excesivo de N es hoy unacppaxion tan importante como la del aporte
de P, ya que se ha determinado que ambos estifaulantrofizacion de ambientes marinos,
estuarios y cuerpos de agua dulce asi como ldqrastion de floraciones de algas nocivas, entre

las que se incluyen las cianobacterias (Paerl &idan 2009, Paerl & Paul 2012).

3.1.2 Eutrofizacion y floraciones de cianobacterias

En particular, el desarrollo de floraciones de cimtterias se ha visto promovida por la
eutrofizacion en conjunto con el aumento de tentpeagklliott et al. 2006, Paerl & Huisman
2008, Paerl & Huisman 2009), en algunos casos éaiemdo la proliferacion de especies toxicas
en detrimento de las no téxicas (Daetsal. 2009). Los cuerpos de agua ricos en nutrientes son
especialmente proclives a desarrollar floracionescinobacterias téxicas, especialmente si
tienen tiempos de residencia largos, temperatuehsagua peridodicamente > 20 °C, aguas
superficiales calmas y estratificacion vertical giente (Paerl & Otten 2013). A su vez, el
intercambio entre los sedimentos y la columna deaade nutrientes previamente recibidos,
almacenados y reciclados, junto con la regeneracébular y el reciclaje de nutrientes por
bacterias heterotréficas y microzooplancton pueddgrdar a sostener la biomasa de la floracion
(Paerl & Otten 2013).

Las floraciones de cianobacterias pueden teneredifes dinamicas temporales: estacionales, que
empiezan en verano y duran hasta otofio, picosdgren solo dias o semanas, y persistentes,
que abarcan todas las estaciones (Havens 2008urhaion de la floraciéon depende del grado en
que los factores ambientales influyen en su dindmen lagos extremadamente someros
(profundidad media < 2 m), la dominancia de lanaacterias puede persistir por afios si la
relacion entre la profundidad de la zona eufétida grofundidad de la capa de mezcla alcanza
niveles que permitan el crecimiento de especieptadas a bajas irradiancias coRlanktothrix
agardhii, pero es lo suficientemente bajo como para exaloiros organismos plancténicos, esto

es a valores de.4Zym. muy pequefios (Havees al. 2003, Havens 2008).
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3.1.3 Consecuencias ecoldgicas

El desarrollo masivo de floraciones de cianobaaseaiumenta la turbidez y por lo tanto restringe
la penetracion de la luz en los ecosistemas afesté€lg. 3.1 A). Esto, a su vez compromete el
establecimiento y crecimiento de macrofitas acaatig microalgas bénticas afectando de esta
forma el habitat para los demas niveles tréficepgéseret al. 2007, Paerl & Paul 2012,). Las
floraciones masivas también consumen grandes ealesdde oxigeno durante la noche a través
de la respiracion y de la descomposicion bacteriguea pueden resultar en mortandades masivas
de peces (Fig. 3.1 B) y pérdida de la flora y fahéatica (Paerl & Fulton 2006, Paerl & Paul
2012)).

Fig. 3.1 Imagenes obtenidas en la laguna Don Tamésnte la experimentacion: A) alta turbidez en la
laguna, notese la pérdida de visibilidad de lasdmh los pocos centimetros de profundidad. B)amdad
de peces registrada el 17/12/2012.

3.1.4 Objetivo

De forma similar al Capitulo 2, el objetivo de é&ste el de determinar el efecto combinado de la
RUV y el aumento de temperatura en la comunidademte en una laguna eutréfica de la
provincia de La Pampa a lo largo del afio, en doalas temporales: corto (ciclos diarios) y
mediano plazo (experimentos de 5 dias de durapena) evaluar el impacto de estas variables en
Su composicidn taxondmica, crecimiento y proces@sabolicos: actividad fotosintética del
fotosistema Il y actividad enzimatica de la GS.eleccion de esta laguna radica en el hecho de
gue a raiz de un desmejoramiento en la calidaccuelpo de agua (aumento de nutrientes,
pérdida de transparencia, ver mas adelante), laimiolad de esta laguna ha pasado de sostener
una sucesion anual (Alvaret al. 2009) a una dominada a lo largo del afio por uar@obiacteria
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filamentosa,Planktothrix agardhij constituyendo un tipico caso de laguna impactaatala

eutrofizacion. De esta forma, se busco dar respushterrogante de qué mecanismos permiten
a estas cianobacterias dominar a lo largo del aéiotef a condiciones altamente variables
(radiacion, temperatura, regimenes hidricos) arefifda de otras lagunas, que frente a estas

condiciones muestran variaciones también en la osmmipn de su comunidad fitoplanctonica.
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3.2.-MATERIALES Y METODOS
3.2.1- Sitio de muestreo

La laguna Don Tomas es una laguna urbana situadh etremo oeste de la ciudad de Santa
Rosa, Provincia de La Pampa (36° S, 64° W, Fig) & cuenta con una superficie de
aproximadamente 200 ha, con una profundidad me=ia. %3 m (Alvarezt al. 2009). Es una
laguna considerada como hipereutrofica, en la quehan realizado estudios previos que
compararon su estado a lo largo de los afios (Eclaniignatti 2001, Echanizt al. 2008),
comprobando un deterioro general (en cuanto ashlaiducion de la transparencia y un aumento
de las concentraciones de fésforo y de Clor-a).doagentraciones de nutrientes descriptas para
la laguna fueron de 3.75-16.9 y 7.5-16.88 mgara f6sforo y nitrégeno, respectivamente en el
perfodo febrero-diciembre de 2006, mientras queléa€lor-a fueron de 89-21ig I'* (Echaniz

et al.2008).

——— ]
rd
= "/
- -r
)
%

A e
( /
\Q(\;

o

\‘.
/
J

JEE

: q }Aﬁ\:“—\-}-\:,

(
7
N

Fig. 3.2 Mapa de ubicacion de la laguna Don TorBast@a Rosa, Provincia de La Pampa).
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3.2.2.- Protocolo de muestreo

Los experimentos se realizaron en el periodo JAAMl- Marzo 2012. Las muestras fueron
recolectadas el dia de la experimentacion, tanta @quellas de mediano plazo como para los
ciclos diarios. En todos los casos, se registrietaperatura usando un termometro digital; las
temperaturag situ registradas en la laguna fueron de 9, 14, 23 yC2@A invierno, primavera,
verano y otoio, respectivamente.

Las muestras fueron recolectadas desde un muelleicanuestreador previamente enjuagado
con HCI 1N, tomandolas de la capa superficial. ldiatamente después de recolectadas, fueron

trasladadas a un laboratorio de campo montado aswn1 km de la laguna.

3.2.3.- Condiciones experimentales

3.2.3.1.- Ciclos diarios

Estas experiencias se realizaron con el fin deuavala respuesta a “corto plazo” de la
comunidad de la laguna. Las muestras fueron coiscam botellas de plexiglas de 0.75 |,
transparentes a la RUV y se establecieron dogrtratdos de temperaturan (Situ y aumentada
en 5° C) y tres tratamientos de radiacion: muesaeibiendo solo radiacion fotosintéticamente
activa (PAR: 400-700 nm, botellas cubiertas cotrolil Ultraphan UV Opak 395), muestras
recibiendo RUV-A + PAR (320-700 nm, botellas cut@srcon filtros Montagefolie 320) y
muestras recibiendo RUV+PAR (280-700 nm, botellasscdbiertas); los espectros de
transmision de los filtros y materiales se encanpublicados en Villafafie, (2003). Como en el
caso de las experiencias realizadas en la laguoaju@aChiquichano, en todos los casos se
trabajo con duplicados. Para proveer las dos tathpas diferentes se utilizaron dos bafios de
agua independientes (tal como se describié en gtuba anterior, Fig. 3.3). Las botellas se
expusieron a la radiacion natural (exposicion \meiaa lo largo del afio, desde las 9.30 a las
16.30 hs en verano y otofio, y desde las 10.30 16189 hs en primavera e invierno) luego de lo
cual se mantuvieron en oscuridad hasta la mafnagugeste. El protocolo de muestreo fue el
siguiente: las muestras para analisis de pigmesggecolectaron en TO y al final del mismo, las
muestras para analisis de la fluorescencia dedeaén TO, cada dos horas luego de iniciada la
exposicion y hasta dos horas después de terminad&sia y se realizaron dos mediciones mas
a la noche y a la mafiana siguiente para monitdége@cuperacion de las muestras. Finalmente,

se recolectaron muestras de la laguna y se figwarformalina neutralizada (concentracion final
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de formaldehido en la muestra de 0.4%) en cadarierp& para recuento de células y realizar
analisis taxonomicos de la misma forma que la gascen el capitulo 2: las muestras (5 ml,
tanto de campo como provenientes de los distin&anhientos) fueron contadas con una camara
Sedgewick-Rafter usando un microscopio invertidei¢d, modelo DM IL).

m Botellas 3.5 |

O . Botellas0.75 | &—= 3 Tubos de recirculacidon

Resistencia + termostato + bomba

0D

ey

T~ : _ j \

\ 4

Fig. 3.3 Diagrama que esquematiza el disefio expetath botellas de 3.5 y 0.75 | expuestas a dopeesurasi
situy aumentada, azules y rojas respectivamente).ugstra la posicion del dispositivo provisto de tesstencia,
termostato y bomba para mantener la temperatur&mtada y el sistema de recirculacion de agua prewtndel

tanque para mantener la temperatarsitu.

3.2.3.2.- Experimentos a mediano plazo

Se realizaron cuatro experimentos, uno por cadeiést del afio, de cuatro dias de duracion, a
los que se denomind a los fines practicos: inviepmonavera, verano y otofio, aun cuando las
fechas de inicio de los mismos fueron unos diassadel cambio de estacion. Las muestras
fueron colocadas en botellas de plexiglas de 3ransparentes a la RUV y se establecieron dos
tratamientos de temperaturm (Situ y aumentada en 5° C) y dos tratamientos de raaiaci
muestras recibiendo solo radiacion fotosintéticamewtiva (PAR: 400-700 nm, tubos cubiertos
con filtros Ultraphan UV Opak 395) y muestras resmblo RUV+PAR (280-700 nm, botellas
descubiertas). Como en el caso de los experimegatizados en la laguna Cacique Chiquichano,

en todos los casos se trabajo con duplicados. ftaxeer las dos temperaturas diferentes se
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utilizaron dos bafios de agua independientes, unocitoulacion de agua proveniente de una
pileta de 30000 | y otro con un dispositivo questarde una resistencia y un termostato al cual
se le puede fijar la temperatura de trabajo. Lasllbs se expusieron a la radiacion natural
(exposicion variable a lo largo del afio, desdeI88 a las 17 hs en verano y otofio, y desde las
10.30 a las 16 hs en primavera e invierno) luegdodeual se mantuvieron en oscuridad. El
protocolo de muestreo fue el siguiente: las muegteaa andlisis de pigmentos se tomaron al
inicio del experimento (TO0) y durante la experina@ndn en dos momentos: inmediatamente
después de terminada la exposicion diaria a lacaih natural (fase de exposicion) y antes del
comienzo de la misma (fase oscura). Las muestrasgpalisis de la fluorescencia de la Clor-a se
recolectaron en TO, al mediodia, a la noche y a#dfiana antes de la fase de exposicion.
Finalmente, a la mafiana y a la noche se recolectatestras que fueron fijadas en formalina

neutralizada para realizar la cuantificacion deleély analisis taxonémico.

3.2.4.- Mediciones

Durante los experimentos se realizaron las misnehaiones y andlisis que las correspondientes
al capitulo 2 (i.e., parametros de fluorescenaiantificacion de células y andlisis taxonémico,
concentracion de proteinas), con las siguientesdatlies:

3.2.4.1.- Concentracién de pigmentos y CARUV

La concentracion de pigmentos fotosintéticos serdehd por la metodologia descripta en el

capitulo 2, pero al corroborar en los espectrosaloorcion el aumento del area del pico

correspondiente a los carotenoides, se calcul@sceatracion de acuerdo a la férmula descripta
en Wellburn (1994).

3.2.4.2.- Mediciones de temperatura y radiacion

La radiacion incidente sobre la ciudad de SantaResmidi6é con dos instrumentos; durante los
experimentos de invierno y primavera con un radiéoneELDONET portatil cuyo
funcionamiento es igual al ELDONET de la EFPU d@soranteriormente, y durante los
experimentos de verano y otofio con un radiomesefdido por personal de la EFPU del mismo
funcionamiento. Ambos instrumentos fueron calibsadon el radidometro ELDONET instalado
en el techo de la EFPU. EIl perfil de temperatumdadlaguna Don Tomas se midié con una
sonda multipardmetros Yellow Spring Instrument (880 XML) mientras que para calcular el
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coeficiente de atenuacionp@g) se realizaron espectros desde 200 a 1100 nmeegeutiés
profundidades con un espectroradiometro (Ocearc®©piiR 2000 CG).

3.2.4.3.- Caélculos y estadistica

De forma similar al Capitulo 2, para evaluar lasaldes que predecian de mejor forma el valor
de la reduccion en el rendimiento fotoquimik, el porcentaje de recuperacion del mismo, %Y
a lo largo del afo, se realiz6 una RLM con losadctliarios, considerando como variables
independientes la irradiancia media durante la €xpm, el porcentaje de cianobacterias, la
temperatura de exposicion y la concentracion de-&l®revio a esto, se realiz6 un ANOVA de

medidas repetidas con cada ciclo diario para det@deracciones de temperatura y radiacion en
los mismos y excluirlos de la RLM. Por esta razém,se consideraron los siguientes ciclos:
19/06/11 por encontrarse una interaccion entre éeatyra y radiacion, y 18/09/11 por detectarse

un efecto de la temperatura.
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3.3.-RESULTADOS
3.3.1.- Experimentos de corto plazo

Las condiciones fisicas y la concentracion de @len la laguna se muestran en la Fig. 3.4. El
coeficiente de atenuacién fue siempre alto (>46, mig. 3.3 A) aunque tuvo una fuerte
disminucion en verano, que fue acompafada por edaccion en la concentracion de Clor-a
(Fig. 3.4 B). Las temperaturas del agua variartmlargo del afio siendo minimas en invierno (9
°C) y méximas en verano (23 °C). Las concentrasialeeClor-a fueron también muy altas a lo
largo del afio, siempre > 10@:I*, y > 350ug-I* en invierno y primavera, luego disminuyeron
en verano para recuperarse parcialmente en otofio.
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Fig. 3.4 Condiciones fisicas (temperatura del g@l)ay coeficiente de atenuacion Hn(A) y
concentracién de Clor-a (ug')l (B) en la laguna Don Tomas en las diferentes astap

experimentales. No hay datos disponiblesgig &n los experimentos de primavera.

La composicion de las muestras extraidas de lan&aguo largo del afio se muestra en la Fig. 3.5.
Las muestras estuvieron siempre dominadas por lwabterias (porcentajes de abundarkia

75%), particularmente por la especie filament&anktothrix agardhii,cuyo porcentaje de
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abundancia en el grupo fue > 90% durante todo @l @fcepto en otofio, donde la abundancia
disminuy6 al 81%. Dentro de las cloroficeas, cugentaje de abundancia vario entre 4 y 13%
a lo largo del afio, los géneros mas representafiv@®n ChlamydomongsMonoraphidium
Chlorellay Scenedesmus&as diatomeas, por su parte, fueron escasasaagio del afio, siendo
su abundancia menor que la de los otros grupose Hos géneros mas representativos se
encontrarorAulacoseiray Navicula

100 —

[l Cianobacterias
ICloroficeas
-Diatomeas

80 —

Porcentaje de abundancia

INVIERNO PRIMAVERA VERANO OTONO

Fig. 3.5 Porcentaje de abundancia de Cianobact&lamficeas y diatomeas a lo largo del afio

en la laguna Don Tomas.

Los valores d&ky % Y (su calculo se explica en el capitulo 2)eoidos a partir de los ciclos
diarios realizados durante las etapas experimentdemuestran en la Fig. 3.6. Si bien no se
registraron diferencias entre tratamientos de cagtiay temperatura a lo largo del afo, los
valores absolutos defueron levemente mayores en verano y otofio quevéErno y primavera
(Fig. 3.6 A). Los valores de % Y (Fig. 3.6 B) fuersimilares a lo largo del afo, alcanzando
valores de recuperacion mayores al 100% Unicanpartelas muestras expuestas a temperatura
in situ en verano, cuando se registré6 una mortandad d&s peato con un empobrecimiento en
las condiciones fisioldgicas de las algas (registzomo una disminucion de los valores iniciales

de Y alo largo de la etapa estival).
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A fin de explicar los valores dey %Y a lo largo del afio, se realizaron RLM conJasables
medidas, obteniéndose en cada caso un modelo queestra en la ec. 1 (ver también Fig. 3.6).
Para esto, se utilizaron como variables indepeteBeal porcentaje de cianobacterias en las
muestras, la irradiancia recibida, la temperatx@eemental y la concentracion de Clor-a. El
ajuste realizado con los ciclos diarios mostro guealor del exponente de inhibicidnestaba
relacionado con todas las variables seleccionadas @.77) pudiendo expresarse esta relacion

mediante la ecuacion:

k = 2.38 * 10° Irradiancia — 7.07 * 10" Temperatura
2.09 * 10" % cianobacterias + 3.63 * I0Clor-a Ec.1

INVIERNO PRIMAVERA VERANO OTONO
\ | \ | T |

-0.01 —

-0.02 —

0,03 — ) T
J
¢
o

20.04 —

k (min-)

1.6 —

1.2 —

0.8 —

%Y/100 (Y, /Yro)
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Fig. 3.6 Valorek (A, en minY) y %Y (B) para los ciclos diarios realizados blgjs distintos
tratamientos de radiacion y de temperatura dudastdistintas estaciones del afio en la laguna
Don Tomas. La linea continua representa el modelRIoM obtenido par& con las variables
irradiancia, temperatura experimental, porcentajeidnobacterias y la concentracion de Clor-

a. Las lineas discontinuas representan el inted@lonfianza del RLM.
Por su parte, para el valor de % Y no se pudo ebt@mbuen ajuste.
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3.3.2.- Experimentos de mediano plazo
3.3.2.1 Condiciones de radiacién

Las condiciones de radiacion durante los periogosxgerimentacion a lo largo del afio sobre la
laguna Don Tomas se muestran en la Fig. 3.7. Bmapera y verano las condiciones de
radiacion a lo largo de los dias de experimentaftiéron similares, mientras que en invierno y
en otofio, variaron notablemente, debido a unaduwmbertura de nubes acompafada por lluvia
gue redujo notablemente la irradiancia. Los valonéximos de irradiancia de PAR (Fig.3.7 A)
fueron de 232, 344, 470, 404 W?ren invierno, primavera, verano y otofio, respeniiate,

mientras que las de RUV (Fig.3.7 B) fueron 25, 75,50 W-rif en invierno, primavera, verano

y otofio, respectivamente.
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Fig. 3.7 Condiciones de radiacién (irradiancia,Vénm?) sobre la laguna Don Tomés durante los

periodos de experimentacién en las distintas estasidel afio: irradiancias de PAR (A) y RUV (B).

3.3.2.2 Evolucion de la concentracion de pigmentogotosintéticos y compuestos
fotoprotectores

La evolucion de la concentracion de Clor-a en lasndas instancias experimentales se muestra
en la Fig. 3.8. Con la excepcion de la experimeditade otofio (Fig. 3.8 D) donde se observo un
aumento de las concentraciones de Clor-a, en myjgorimavera y verano se mantuvieron

estables (Fig. 3.8 A y C) o incluso disminuyerong(F3.8 D). Cuando se calcularon las
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velocidades de cambio de las concentraciones deaCke encontré que estas no eran afectadas

por ninguno de los tratamientos (Tabla 3.1), rerseontraron interacciones entre la radiacion y la

temperatura.
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Figura 3.8 Concentraciones de Clor-a ggn I') a lo largo de los experimentos de mediano

plazo.

Tabla 3.1 Evolucién de la concentracién de Clop@ I I') en cada una de las instancias experimentales.

Tratamiento
PABis
Pis
PAB+5
P+5

Invierno
0.47 £ 0.0
-0.30 £ 0.2:
0.42 +0.2.
0.24 + 0.0

Primavera
-0.93+0.4.
-0.68 + 0.3.
-1.14+0.4!
-0.94+0.4!

Verano
-0.29 + 0.0.
-0.91 £ 0.4
-0.13+0.2.
-0.91 + 0.3

Otofio
0.99 + 0.4!
1.18 +0.7.
1.46 £ 0.8
0.61 +0.3!
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Figura 3.9 Espectros de absorcién de las muesttasnao cero (TO) y tiempo final de los
experimentos realizados con muestras obtenidasnt#ural otofio sometidas a diferentes

tratamientos de radiacién y temperatura.

Los espectros obtenidos para los diferentes trat#os en otofio se muestra en la Fig. 3.9. En la
figura se pueden observar los datos a partir declades se calcula la concentracion de
carotenoides y Clor-a. Ademas se observa que gi dligico utilizado para el calculo de la
concentracion de Clor-a (652 y 665 nm) es simitatoelos los espectros, el de carotenoides (470
nm) es mucho mayor y mas marcado en las muestiesgo final.

La concentracion de carotenoides (estandarizadmamncentracion de Clor-a) a lo largo de los
experimentos se muestra en la Fig. 3.10. En inie®m observéo un aumento de la relacion
Carotenoides / Clor-a, que fue mayor para losrregiatos P que para los tratamientos PAB (Fig.
3.10 A). En primavera, la relaciéon se mantuvo dstalbo largo del experimento (Fig. 3.10 B)
mientras que en verano, se observd un incrementparmente acentuado en el caso del
tratamiento P expuesto a temperaturas aumentadgs JEO C). Por su parte, en otofio la
relacion Carotenoides / Clor-a aumenté notablemerdeendo los valores finales
significativamente mayores para los tratamientagu® para los PAB (Fig. 3.10 D). A fin de
comparar estadisticamente la evolucion de la d@taCiarotenoides / Clor-a se calcularon las
velocidades de cambio de la misma (Tabla 3.2). iBguma de las estaciones se detectaron
interacciones salvo en Verano, donde la relaciora g tratamiento P de la temperatura

aumentada fue significativamente mas alto que éosas.

84



Carotenoides/Clorofila

0.3

0.2

INVIERNO

& PABis
T @ Fis
<

PAB+5°C

= pe5oC

1

VERANO
| 1 ° | I
0 40 80 120 0 40
Tiempo (h)

Figura 3.10 Concentraciones de carotenoides estaada por la concentracién de Clor-a a lo

largo de los experimentos de mediano plazo.

Tabla 3.2 Tasa de evolucién de la relacion CaradeséClor-a en cada uno de los periodos

experimentales. Las Ultimas tres filas detallanréssiltados del ANOVA de dos vias realizado

con estos valores para determinar los efectos dedmcion, de la temperatura o de su

combinacion.

Tratamiento
PABiIs

P+E
Radiaciol
Temperatur

RxT

Inviernc
(1.15 + 1.46) x 18
(3.14£1.21) x 18
(4.26 +1.78) x 18
(1.67 £ 1.49) x 18

ns

ns

ns

Primaver:
(4.05+1.77) x 10
(3.32 £1.68) x 18
(3.08 £0.17) x 10
(5.51 £2.18) x 18

ns

ns

ns

Veranc
(2.72 £ 1.15) x 18
(4.19+2.22)x 19
(5.20 + 2.63) x 18
(10.1£5.15) x 19

9.20x 10
2.72 x 10"

2.83x10°

Otofic
(14.2 +9.00) x 18
(20.6 £ 9.50) x 19
(15.2 + 8.15) x 18
(1.99+1.11)x 18

ns

ns

ns
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3.3.2.3 Andlisis taxondmicos

Las concentraciones de células al inicio y al fitelas experiencias se muestran en la Tabla 3.3.
Tanto en invierno como en primavera no se obsenvgrandes variaciones en la concentracion
de células a lo largo del experimento; sin embagoverano, y mas claramente evidente en
otofio, se observé un aumento de la misma. Cuandoadizaron las densidades celulares al final
del experimento, no se observaron diferencias fsigtivas entre los tratamientos. No se
observaron efectos significativos de la radiacibdenla temperatura, ni de la interaccion entre
estas variables.

Cuando se estudié la composicion taxonomica demasstras al inicio y al final de los
experimentos, se observd que en todas las instatasamuestras estuvieron dominadas por
cianobacterias (Fig. 3.11) a lo largo de todo gleexnento, particularmente p&lanktothrix
agardhii cuyo porcentaje de abundancia dentro de su grueosiempre> 77%. En menor
porcentaje se hallaron encontraron clorofice@selidesmus, Monoraphidium, Pediastrym
Chlorella) y diatomeas (diatomeas pennadas mayormente).o Tant invierno como en
primavera, la abundancia de cianobacterias se mamstable a lo largo del experimento; sin
embargo en invierno la temperatura afectd a la @ddncia de diatomeas, teniendo mayor
abundancia las muestras incubadas a la tempemiarantada que aquellas a la temperatura
situ (p = 0.02). Mientras tanto, si bien no se detectaiterencias significativas en primavera, se
observé un aumento en la abundancia de diatomeagerano, la abundancia de cianobacterias
disminuyé hacia el final del experimento y se Viectada por la temperatura y la radiacion: la
abundancia de las muestras incubadas a la tem@ermammentada fue menor que la de las
muestra incubadas a temperaturasitu (p = 0.002), al igual que las de los tratamientd8 P
fueron menores que las de los tratamientos P (p082D Mientras tanto, se detectd una
interaccion sinérgica para las cloroficeas, doraleabbundancia del tratamiento PAB de la
temperatura aumentada fue mayor que el de la tetopain situ (p = 0.009). Finalmente,
mientras que no se observaron diferencias entredt@snientos para las diatomeas, si se observé
un aumento de las abundancias hacia el final g@rexento. En otofio, se observaron efectos de
la radiacion sobre todos los grupos algales: nmaens tratamientos P fueron mas abundantes
que los tratamientos PAB para cianobacterias (02)0lo opuesto se observo para cloroficeas y

diatomeas (p = 0.045 y 0.015, respectivamente)n@uae repitid el test estadistico con las
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Tabla 3.3 Abundancia de organismos al inicio irslfde los experimentos de mediano plazo,

expresadas como nimero de células krhbB1. Los datos se muestran como la media * la

mitad del rango entre réplicas.

Tratamiento

TO
PABis
Pis
PAB+5
P+5

100 —
75 —
50 —

25 —

o
|

— = =

n
[=1
|

-

o ~ (=1

< o (=]
\

~n
(31

Porcentaje de abundancia (%)
g 3 8 o

N
o

100

75

50

Invierno

157 + 1!
167 = 2¢
160 + ¢
172 + 1¢
185 + 2

Cianobacterias
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PABis
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PAB+5
P+5

(=)
|

-
w
I I A P

Primavera
183 = (
186 + €
209 + ¢
188 £
178 + 4(
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I

ALl

Verano Otono
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61 £ 1: 187 + 8¢
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Fig. 3.11 Porcentaje de abundancia de los difesegtapos algales al inicio y al final del

experimento para cada uno de los tratamientogjdoss se presentan como la media + la mitad

del rango entre réplicas. Las lineas evidenciarelifcias estadisticas entre los mismos.
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abundancias absolutas, se obtuvieron los mismod#tades con excepcion de cianobacterias en
verano y otofio (no se observaron diferencias sogiivas) y cloroficeas en invierno, donde se

observé un efecto de la radiacion y la temperdfura0,022 y p = 0,037, respectivamente).

3.3.2.4 Andlisis de fluorescencia de la Clor-a

La evolucién del rendimiento fotoquimico (Y) a kErdo de los experimentos se muestra en la
Fig. 3.12. En general, se observa el tipico compadanto de disminucion al mediodia y
recuperacion hacia el final de la fase oscura (tangen la mafiana), excepto para algunos dias
en particular, donde debido a la fuerte cobertwandabes no se observé una disminucion del
rendimiento durante la exposicion. Tanto en invagiig. 3.12 A) como en primavera (Fig. 3.12
B), el rendimiento fotoquimico disminuyo fuertenmendl mediodia para recuperarse casi
totalmente en la mafana; en verano (Fig. 3.12 €)cambio, la recuperacion no fue total,
particularmente en los primeros dias, mientras eueotoiio (Fig. 3.12 D), la respuesta fue
variable debido a la presencia de nubes; sin emapa&igrendimiento fotoquimico disminuyo
hacia el final del experimento. No se encontrariarehcias significativas a lo largo de cada
experimento luego de realizar el ANOVA de medidagetidas; sin embargo se observé un
patron hacia el final del experimento en las comaeés de verano: las muestras expuestas a

mayor temperatura tuvieron valores de Y mas bajesagjuellas incubadas situ.
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Fig. 3.12 Rendimiento fotoquimico a los largo de éxperimentos en las distintas estaciones
del afio. Las barras superiores indican las fasésexfgerimento: exposicion (claras) y

recuperacion (oscuras). Las lineas sobre los s@mlatlican la desviacion estandar.

Para evaluar la dinamica de disminucion / recupé@nadel rendimiento fotoquimico, se muestra
el valor de b (Fig. 3.13) obtenido del ajuste exgmal de los valores de rendimiento al
mediodia (durante la exposicion) y la mafiana tengp(&inal de la fase oscura). Los valores de
bexp Obtenidos fueron generalmente negativos (Fig. B)l3eniendo valores absolutos mayores
en otofio; solamente se determinaron valores posién el tratamiento PABen invierno. No se
encontraron diferencias significativas entre lasaimientos para la fase de exposicion en ninguna
de las épocas del afio. Por su parte, durantedsotaaura (Fig. 3.13 B), se observo que mientras
los demas tratamientos se vieron caracterizadosglores positivos def (aunque en algunos
casos con altos valores de varianza), el tratamiPrnéxpuesto a temperatura aumentada estuvo
caracterizado por valores negativos durante ingieyn primavera, al igual que ambos

tratamientos de radiacion de la temperatura aurderga verano. Solo en este Ultimo caso, se
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detectaron diferencias estadisticas (p = 0.046).o0ffio, sin embargo, mientras los demas
tratamientos se vieron caracterizados por valotes ale k. para el tratamiento i se

obtuvieron valores negativos dgdb

o0y — INVIERNO PRIMAVERA VERANO OTONO
1A
0 — =5 B0 EEEE
o 0.0 == = -
3 i
e
-0.02 -
P - -
Gaw L Exposicion
0.007 —
1B
0.0035 —| T
.ng o — lil-:'-l:L_.,_ TlilT— i’i _
- = ]
0.0035 —|
Oscuridad
0.007
12899 S8L P 2EPY REPY
uy u L wn uwi uwy Ly e
& @ 4 & @ 4 o d 4 o @ o
< < < <
o o o o

Fig. 3.13 Valor de b obtenido del ajuste exponéndéh rendimiento fotoquimico al mediodia
(exposicion) y a la mafiana (fase oscura). Lasdtifes lineas evidencian diferencias estadisticas
entre los tratamientos. No se realiz6 un ajustisievalores del mediodia en verano debido a la

pérdida de datos correspondientes al mediodiatanrstancia experimental.

3.3.2.5 Actividad enzimatica de la glutamina sinteisa (GS)

La actividad de la enzima GS a lo largo de los erptos de mediano plazo se muestra en la
Fig. 3.14. Si bien en algunos momentos se regstrdiferencias entre los tratamientos, éstas no
fueron significativas a lo largo del experiment@ise el analisis de medidas repetidas. En
invierno (Fig. 3.14 A y B), y a diferencia de lasas estaciones, los valores de actividad GS
aumentaron para todos los tratamientos y se dgtabih hacia la mitad del experimento en

valores cercanos a 0.4. En primavera (Fig. 3.1400 y verano (Fig. 3.14 E y F) los valores se
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mantuvieron estables aunque en este Ultimo setn@gima gran variabilidad en algunas
mediciones. Finalmente, en otofio, los valores dwidad GS disminuyeron progresivamente

hacia el final del experimento (Figs. 3.14 G y H).

08 — in situ in situ + 5°C
- - INVIERNO

-
0 T T T | | |
1y 0 40 80 120 0 40 80 120
c D PRIMAVERA

o
'E 0.8 —
3
s |
1=
g 04 ]
Z ]
g e

0
z T i ™ | | |
:E i 0 40 80 120 ] 40 80 120
-‘3 1E |F & PaBss VERANO
e ] | @ Pss

0 40 80 120 0 40 80 120
e —IH OTONO
1.2 — —]
08 — —]

p =
04 — —
0 T T T ]

0 40 80 120 0 40 80 120

Tiempo (h)

Fig. 3.14 Actividad glutamina sintetasa (en unidadativas) a lo largo de las diferentes etapas
experimentales.
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3.4DISCUSION

La laguna Don Tomas estuvo dominada todo el afitagarianobacterias, y dentro de este grupo
particularmente poP. agardhij con una dominancia mayor a 75%, no observandoses®n
fitoplanctdnica. Esta situacion, en la cual un grppedomina sobre otros a lo largo del afio ya ha
sido descripta anteriormente para otros lagos eelidferio norte (Berger 1975, Scheftgral.
1997) y se ha propuesto que ocurre porque las lsdaterias no solo son buenos competidoras en
condiciones de baja penetracion de la radiaciéiaenolumna de agua, sino que también
promueven estas condiciones para asegurar su dwr@Ena(Scheffer et al. 1997).
Particularmente, se ha mencionad®. aagarhiicomo probablemente la mas importante causante
de floraciones en lagos someros en zonas temp{&dhsfferet al. 1997). Otros trabajos la han
descripto como una de las especies que se deaardd|forma mas regular y a lo largo del afio
en comparacion con otras especies dominantes (Saln2902). Como se menciond
anteriormente, estudios previos han alertado selbdesmejoramiento en las condiciones en la
laguna Don Tomas (diversidad, transparencia) arfgolde los ultimos afios (Alvaretzal. 2009,
Echaniz et al. 2008, Echaniz & Vignatti 2001). Echanizt al. (2008) habian propuesto
anteriormente que la laguna se encontraba evolaotin de un estado eutrofico a un estado
hipereutrdéfico, afirmacion con la que coincidensites observaciones.

En las experiencias a mediano plazo se observéaspaesta similar al analizar el rendimiento
fotoquimico: importantes disminuciones durantexosicion y recuperaciones cercanas al total
luego de la fase oscura. Si bien en general paravdaiables estudiadas no se observaron
diferencias entre los tratamientos a lo largo de, s&esto no fue asi en verano, donde una
mortandad de peces fue observada en la laguna@sgenctalizaban los muestreos (Fig. 3.1 B).
Al mismo tiempo se observo un desmejoramiento @erelimiento de las muestras expuestas a
temperaturas aumentadas en comparacion con laerai@asin sity, lo indica que en estas
circunstancias la temperatura puede haber actuamo cn factor de estrés mas. En la misma
etapa experimental, y para todos los tratamiestspservo un cambio en la composicion de las
muestras: disminuyo el porcentaje de abundanciag@bacterias y aumento el de diatomeas.
Por su parte, las experiencias realizadas conscidiarios de exposicion a lo largo del afio
mostraron que el coeficiente de disminucién deldirarento fotoquimico,k, se encontraba
afectado por la irradiancia recibida, la tempegatle exposicion, la concentracién de Clor-a y el
porcentaje de cianobacterias presente en las ragegistas diferencias en las experiencias a
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corto plazo (que si se ven afectadas por las ‘asa@studiadas) y mediano plazo (que parecen
ser afectadas Uunicamente en condiciones extraoi@Bhgpueden deberse a los mecanismos de
adaptacion de estas cianobacterias a las condiciexgerimentales: si bien no se detectd la
sintesis de CARUV, lo que se encuentra en contr@posa resultados previos de otros autores
en sistemas con floraciones de cianobacterias ($ougaet al. 2009, Liuet al. 2004), si se
registré un aumento de la relacion carotenoideler-& que probablemente mitigo el exceso de
radiacion incidente en las experiencias de medmazo, pero no pudo hacerlo en las de corto
plazo. Estudios anteriores apoyan el rol de losteabides como fotoprotectores: Lakagbsl.
(2001) exponiendo una poblacién natural de ciartebas terrestres a radiacion solar directa
encontraron un aumento en las concentraciones meades delp-caroteno, en particular de
cantaxantina. Por su parte, G&taal. (2007) trabajando coinabaenasp. PCC 7120 observé que
un aumento de la concentracion de carotenoidesoasd también de la relacion carotenoides /
Clor-a protegi6 a las células de los altos nivebgserimentales de PAR.

Por su parte, la actividad GS mostr6 un comportatmiesimilar al expuesto en al capitulo
anterior en cuanto a que no se registraron dif@enentre tratamientos de radiacion y
temperatura. Sin embargo, mostré una disminucidiahel final del experimento que puede
haberse debido al consumo de los nutrientes y Bsecoencia, a la falta de sustrato. Ademas,
considerando los estudios previos realizados comobiacterias (Kumaat al. 1996, Kumalet al.
2003), se refuerza la observacién de que ante Exposs prolongadas y bajo condiciones
naturales de radiacion, se produce una aclimatagi@npermite disminuir la inhibicion de la
actividad enzimatica.

Los resultados presentados en este capitulo moegtra las cianobacterias tienen una alta
capacidad de adaptacion a las variables asocianlaselc cambio climatico estudiadas, en
concordancia con lo expuesto anteriormente poratifes autores (Paerl & Huisman 2008, 2009,
Paerl & Paul 2012). Sumado a todo lo expuesto ianteente, se deben considerar las
condiciones ambientales en las que se encuent@nanidad: si bien en las experiencias
realizadas las comunidades fueron expuestas epiametgs de aproximadamente 1 y 3.5 |
permitiendo exposiciones a irradiancias mayoreasaeales, se debe tener en cuenta que en la
laguna la mayor parte de la radiacion es filtradalps primeros centimetros de la columna de
agua, como se pudo ver en los altos valores décmrge de atenuacionjry en la Fig. 3.1 A.

Segun trabajos anteriores, esto no solo favoreeedasarrollo d®. agardhii cuyo crecimiento
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se produce a bajas irradiancias (Havetnal. 2003) sino que también impediria el desarrollo de
otras especies con mayores requerimientos lumifitagenset al. 2003, Havens 2008). A esto
se debe agregar las altas concentraciones demeagien la laguna (Echanét al. 2008) que

sostiene la alta biomasa a lo largo del tiempor{Ra®tten 2013) evitando su colapso.
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Capitulo 4

Influencia de la radiacion
ultravioleta y la
temperatura sobre la
fotosintesis y la morfologia
de cianobacterias

Parte de este capitues una traduccién c trabajo de respaldo de esta Teque se encuentra publicac
como: Fiorda Giordanino MV, Strauch SM, Villafafi& & Helbling EW (2011)nfluence of temperature
and UVR on photosynthesis and morphology of foacisg of cyanobacteriaglournal of Photochemistry
& Photobiology, B: Biology 103 (1): 68-77. Anexo 1



4.1INTRODUCCION

Se sabe que el cambio climético afecta directadeeictamente tanto la estructura como el
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos (Webah 2006, Hadeet al. 2007b). Aunque el
cambio climatico es un proceso muy complejo, suscamemos forzantes incluyen
principalmente variaciones en los niveles de radisolar y temperatura (Williamsast al.
2009). Por lo tanto, se han invertido grandes eafigeen evaluar el impacto sobre diversos
organismos tanto de la radiacion ultravioleta (R280-400 nm) solar —especialmente de la
RUV-B (280-315 nm) aumentada debido a la disminudile la capa de ozono- como del
calentamiento global debido al input de gases maazro (Sobrino & Neale 2007, Haletal.
2010, Hernandez Moresino & Helbling 2010).

Las cianobacterias son el grupo mas grande y mdgdisanente distribuido de organismos
procariotas, que han colonizado una variedad deigtemas acuaticos y terrestres (Paerl &
Huisman 2009). Algunas especies de cianobactepasah asociaciones simbidticas con
numerosos organismos (Adams 2002), otras formaadianes y algunas otras producen toxinas
(Paerl & Huisman 2009). Aln mas, las cianobactes@s los Unicos fotétrofos oxigénicos
capaces de fijar el nitrégeno atmosférico (Katrlal. 2002). Por lo tanto, ha habido un interés
obvio en evaluar el impacto de las variables asasial cambio climatico en estos organismos
relevantes desde el punto de vista ecologico. LY B&Jconsiderada actualmente como un factor
de estrés para los organismos acuaticos, aun anvalss normales (ver la revision de Helbling
& Zagarese Helbling & Zagarese 2003) y para el gamoicular de las cianobacterias, se ha
comprobado que produce, entre otros efectos, ribibde la fotosintesis (Millest al. 1998, Wu

et al.2005), dafio en el ADN (Sinle al. 2001), blanqueo de pigmentos (Donkor & Hader 1996)
y cambios morfolégicos (Wet al. 2005). Sin embargo, las cianobacterias han délsalooun
conjunto de mecanismos para evitar o minimizarsgés generado por la RUV que incluye la
migracién vertical (Bebout & Garcia-Pichel 1995)osintesis de compuestos protectores como
los amino&cidos tipo micosporinas (MAAS) o scytoima&m (Sinhaet al. 2001, Ferroniet al.
2010), Dillon & Castenholz 1999) o proteinas (Caseiplet al. 1998) y algunas enzimas
reparadoras (Sinha & Hader 2002). En relacion aleauio de la temperatura, se ha encontrado
que favorece la dominancia de las cianobacteriasr{® Huisman 2009) como se observo en
algunos lagos del hemisferio norte (Shatweekl. 2008, Elliott 2010).
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En general, la mayoria de los estudios que trathredos efectos de estas variables asociadas al
cambio climético sobre las cianobacterias han denado de a una por vez. Por lo tanto, y para
estos organismos, se conoce muy poco sobre lomefieteractivos de la RUV y el aumento de
temperatura, que pueden actuar de forma sinérgargagonica (Dunne 2010). En este sentido,
Roos y Vincent (1998), trabajando con cianobaceaistarticas, encontraron que la inhibicion
del crecimiento inducida por la RUV aumentaba limesmte con la disminucién de la
temperatura, mientras que no encontraron ninguctcefeparente de la temperatura sobre la
magnitud de la fotoinhibicién inducida por la RU®ao et al. (2008) encontraron que un
aumento de la temperatura beneficiaba a las calelaghrospira platensiglafiadas por la RUV.
Por lo tanto, y con el objetivo de conocer mas esdds efectos combinados de la temperatura y
la RUV sobre la fotosintesis, la sintesis de corsjmsefotoprotectores y la morfologia, se
realizaron experimentos con cuatro especies deluiaterias. El disefio experimental consto de
dos partes. Por un lado, se incubaron cultivos megpecificos bajo la radiacion solar en un sitio
patagonico (43,3° S; 65° W) a fines de la primavauatral usando dos tratamientos de
temperatura: 18° C (control) y 23° C; de esta naasersimuld el incremento de 5° C previsto
para el afio 2100 (Houghtat al. 2001) y tres calidades de radiacion. En estasiciongs se
evalud el efecto de la RUV y la temperatura sobameametros fotosintéticos y el area de
cianobacterias de diferente morfologia (Parte A &ra parte, se seleccionaron dos de las
cianobacterias que habian sido utilizadas en It @anterior Anabaenasp. yNostocsp), y se
expusieron en condiciones controladas a dos temopasay tres calidades de radiacion para
evaluar la eficiencia de otro mecanismo de defens#ra los efectos negativos de la RUV, tales
como la sintesis de compuestos fotoprotectores: clmmpuestos que absorben radiacion
ultravioleta - CARUV (Parte B).
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PARTE A

4.2 M ATERIALES Y METODOS

4.2.1 Condiciones de cultivo y sitio de estudio

Las especies de cianobacterias usadas en estdoefitatbn obtenidas de la Coleccion de
Cultivos de Algas de la Estacion de Fotobiologiay®lUnién (EFPU)Microcystissp. Kitzing

ex LemmermannAnabaenasp. (Bory de Saint-Vincent ex Bornet & Flahault)Nystoc sp.
(Vaucher ex Bornet et Flahault) crecieron en meli®-11 (Rippka 1988) mientras que
Arthrospira (Spiruling) platensis(Nordstet) Gomont crecié en medio Zarrouk (Zarrdi9ie6).
Los cultivos fueron diluidos, colocados en botetlast | hasta completar el 40% de su volumen
y pre-aclimatados por al menos 3 dias previos exfgerimentacion a 18° C en una camara
Minicella, o a 23° C en una camara Sanyo MLR, segumespondiese. Ambas cadmaras se
encontraban provistas de tubos fluorescentes m300umol fotones rif s* de PAR - 400—-700
nm) con un fotoperiodo 12L:120. Luego del periodo pie-aclimatacion, los cultivos se
utilizaron para los experimentos de la manera gu#escribe mas adelante. Los experimentos se
realizaron a fines de la primavera austral (de$®® ele Noviembre hasta el 3 de Diciembre y
desde el 14 al 17 de Diciembre de 2009) en la EEBIdada en la costa patagonica de Argentina
(43,3° S; 65° W).

4.2.2 Condiciones experimentales y protocolo de nateeo

Las muestras de los cultivos pre-aclimatados sgcaabn en recipientes transparentes a la RUV
(500-1000 ml) y se expusieron, por duplicado, a tratamientos de radiacion: (i) P [PAR (400—
700 nm), tubos cubiertos con filtros Ultraphan Upak 395], (ii) PA [PAR + RUV-A (320-700
nm), tubos cubiertos con filtros Montagefolie 32Qiy PAB [PAR + RUV-A + RUV-B (280—
700 nm), tubos sin filtros]. Se implementaron taénbdos tratamientos de temperaturas para
cada tratamiento de radiacion: 18 y 23° C, lasesufaleron mantenidas con un bafio termostatico
(Frio 21, Argentina) provisto de dos circuitos ipeedientes para controlar la temperatura. Las
muestras fueron incubadas bajo la radiacion solmande cuatro dias y se realizaron las
siguientes mediciones: cada una hora se midiutadkcencia de la clorofila-a (Clor-a) y antes

del atardecer se tomaron muestras para realizarngetciones de concentracion de Clor-a y
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pigmentos accesorios, concentracion de célulag, peso y morfometria. Estas Ultimas fueron
realizadas al inicio y al final de las experiences el caso dé&nabaenasp., Nostocsp. y

Microcystissp., y diariamente en el casoAleplatensigver mas adelante).

4.2.3 Analisis y mediciones

Las siguientes mediciones y analisis fueron redtigadurante los experimentos:

4.2.3.1 Pardmetros de fluorescencia

Los parametros fotosintéticas vivo fueron medidos cada hora con un fluorometro degdée

amplitud modulada (PAM) (Walz, Water PAM, EffeltnicAlemania). Para esto se tomaron
alicuotas de 3 ml de muestra, se las colocaron rem aubeta y se midieron 6 veces
inmediatamente después del muestreo, sin adagtaoscuridad. El rendimiento fotoquimico

efectivo se calcul6 usando las ecuaciones de &tatly(1989) y Weis & Berry (1987) segun:
Y=AFIF n=(Fm-R)/Fn (Ec. 1)

donde F, es la fluorescencia maxima inducida por un pulsduz saturante (ca. 53Q0nol
fotones nf s en 0.8 s) y Fes el estado basal de la fluorescencia inducidaipe luz actinica en

células adaptadas a la luz.

4.2.3.2 Recuentos de células y morfologia

Se tomaron muestras de 5 ml diariamente y se fijaom formalina neutralizada (concentracion
final de 0.4% de formaldehido). Las células searmmt con un microscopio invertido (Leica DM
IL) usando una camara Sedgewick-Rafter. Los camdnda morfologia se analizaron a traves de
fotografias tomadas con una video camara (Wateta Resolucion) afiadida al microscopio
invertido y usando un software especifico paraisisd procesamiento de imagenes (Image J —
1.43 r15, http:#kww.softpedia.com/get/Multimedia/Graphic/GraphictBos/ImageJ.shtrp Se

determinaron diferentes parametros para cada esgt@rea del filamento pafmabaenasp. y

Nostocsp., el area de la colonia pdviscrocystissp. y el area del tricoma pafa platensisPara

cada réplica se analizaron 30 fotografias.
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4.2.3.3 Peso seco

Se tomaron muestras de 20 ml de cada réplicac ipial final del experimento para realizar el
analisis de peso seco, se filtraron en filtros deafde vidrio GF-C (Munktell, Suecia)
previamente pesados y se secaron en una estufaCleBfturante la noche. Los filtros se
mantuvieron en un desecador durante 3-4 h hastacpestante. El peso seco se calculé como la

diferencia entre el peso final e inicial de cadtedfi

4.2.3.4 Mediciones de radiacion y temperatura

La radiacion solar se monitoredé continuamente zatildo un radiometro de banda ancha
(ELDONET, Real Time Computer, Mohrendorf, Alemania¥talado permanentemente en el
techo de la EFPU; este instrumento mide RUV-B (286-nm), RUV-A (315-400 nm) y PAR
(400-700 nm) cada segundo, promedia los datos idbteen un minuto y los guarda en una
computadora (Hadeet al. 2007a). Este radiometro es calibrado anualmentedas un
procedimiento de calibracion solar. La temperatteh agua en los bafios termostaticos se
controlé con sensores unidos a un canal de tenupanaise ajustaron automaticamente a lo largo

del experimento.

4.2.3.5 Estadistica y célculos

Debido a las diferencias en las condiciones decath incidente y la consiguiente imposibilidad
de comparar estudios realizados en diferentes dedmdo se realizé un experimento con cada
especie. Para cada experimento, los tratamient@sasiegaron por duplicado, por lo tanto los
datos se expresan como la media y la mitad deloramjre réplicas. Las diferencias entre
irradiancias, temperaturas y especies se deteromrcan un analisis de la varianza (ANOVA) de
una via de mediciones repetidas mientras que famationes entre temperatura y radiacion se
determinaron con un ANOVA de dos vias, usandomitdide confianza del 95% (Zar 1999).

Los siguientes célculos se realizaron con los dattenidos:

0] La disminucién del Y al mediodia debida a PAR, RAVWY RUV-B se calculo
comparando el rendimiento fotoquimico efectivo ddacmafiana (antes del amanecer) y aquel

valor al mediodia y expresandolo como porcentajilieicion:

% disminucién del Y debido a PAR (kyg) =
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100 * (Ypar(t0) - YPAR(tmediodia) / YPAR(t0) (Ec. 2)

% disminucién del Y debido a RUV-A (Iaby-a)

= [100 * (Yruv-a0) — YRUV-A(tmediodia) / YRuv-A(t0)] —INNpaR (Ec. 3)

% disminucion del Y debido a RUV-B (Ipbv-g)

= [100 * (Yruv-B(t0) — YRUV-B(tmediodia) / YRuv-B(t0)] —INNRUV-A (Ec. 4)

donde Y representa el rendimiento fotoquimico @fectl inicio del experimento dt y al

mediodia (hediodid Pajo cada tratamiento de radiacion para cada dia.
(i) La recuperacion del rendimiento durante la tardeat®il6 como:
Recuperacion a la luz = (%Y, - %Yio) (Ec. 5)

donde Y representa el rendimiento fotoquimico @fecbajo un tratamiento de radiacion

particular (P, PA o PAB) al final del periodo depezicion (k) y en el tiempo cerodjt

(i) Larecuperacion del rendimiento durante la nocheakmlé como:
Recuperacion en oscuridad = (Y¥he- % Yio) (Ec. 6)

donde Y representa el rendimiento fotoquimico @fecbajo un tratamiento de radiacion
particular (P, PA o PAB) al inicio del proximo d@e exposicion ftcnd i.e., después de

recuperarse durante toda la noche, y en el tierapo(g).
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4.3RESULTADOS

Las condiciones de radiacion durante la etapa srpatal se caracterizaron por la presencia de
una importante cobertura de nubes como se muestla Eig. 4.1. Las irradiancias maximas
fueron de ~550, 68 y 1.6 W-Tipara PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente. Lasdigacias
medias durante los experimentos llevados a cab@duoabaenasp. yNostocsp. (30 Noviembre-

3 Diciembre) fueron de 247, 33.7 y 0.77 W-para PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente.
Durante los experimentos llevados a cabo @onplatensisy Microcystis sp. (14-17 de
Diciembre) las irradiancias medias fueron levemenigeriores: 274.4, 37.4 y 0.84W?mara
PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente.
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Fig. 4.1 Irradiancia (en W-f) durante el periodo de estudio: (A) PAR (400-76@),n(B)
RUV-A (315-400 nm) and, (C) RUV-B (280-315 nm). Legperimentos realizados con
Anabaenasp. yNostocsp. se realizaron durante el periodo 30 Noviemigéiciembre (dias
julianos 334-337) mientras que aquellos obrthrospira platensisy Microcystis sp. se
realizaron durante el periodo 14-17 Diciembre (flilanos 348—351). Nétese el corte del eje

entre los dias julianos 337-348.
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Las variaciones del rendimiento fotoquimico efext{i¥) a lo largo de los experimentos se
muestran en la Fig. 4.2. Para todas las espetiataynientos se observo el mismo patron general
de disminucién de los valores de Y desde la maftangprano hasta el mediodia y de
recuperacion durante la tarde. Con la excepcioMideocystissp., se obtuvieron valores mas
altos para las temperaturas mas altas; los vatleésfueron incluso mas altos hacia el final que
al comienzo del experimento, como se observa ckmganconNostocsp. (Fig. 4.2 D). En
general, se observaron efectos de los difererasirentos de radiacion, siendo los valores de Y
mas altos para los tratamientos P que para los PAB;, con la excepcion d&. platensishacia

el final del experimento a 18 °C (Fig. 4.2 E) dotatevalores de Y mas altos correspondieron al
tratamiento PAB. Hubo también comportamientos dfipes cuando se comparan las respuestas
a la radiacion solar y la temperatura de las cusdpecies testeadasnabaenasp. exhibié una
fuerte disminucién del Y a lo largo del experimeléwado a cabo a 18° C (Fig. 4.2 A) pero con
una recuperacion casi completa todas las nochesebajatamiento P, y si bien esto mismo se
observé en el experimento a 23° C (Fig. 4.2 B)vlderes de Y fueron mas altos hacia el final
del experimento.Nostoc sp. tuvo valores bajos de Y durante los dos pomedias de
experimentacion a 18° C y luego su recuperacionnfas alta (Fig. 4.2C); en las muestras
expuestas a 23° C se alcanz6 una mayor recuperaesde el primer dia (Fig. 4.2D)
especialmente en el tratamiento P. De manera similplatensis(Fig. 4.2E y 4.2F) tuvo una
fuerte disminucién del Y y una posterior recuperagdarcial al inicio del experimento a 18° C,
pero una recuperacion completa a 23° C para el onimwmento. Finalmentéicrocystis sp.
mostrd la menor variacion en ambos tratamientaemi@eratura y radiacion, teniendo una fuerte
disminucion del Y durante los primeros tres did8aC (Fig. 4.2G) pero menos a 23° C (Fig.
4.2H); una leve recuperacion se observo durarteedie y la noche.

En las Figs. 4.3 y 4.4. se presenta una informacn@s detallada sobre la dinamica de
disminucion y recuperacion del Y. En relacion dikminucion del Y causada por las diferentes
porciones del espectro (Fig.4.3), se vio que laangarte era debida a PAR, con RUV-A y
RUV-B contribuyendo de manera similar (y muy bajah los experimentos en los que las
muestras se incubaron a 23° C se observo una disidvn del Y inducida por PAR,
especialmente paranabaenasp. yNostocsp. (Fig. 4.3B y D). Esta disminucion fue segyida

un aumento de la contribucion de la RUV-A en tddasspecies incubadas a 23° C (Fig. 4.3B,
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Fig. 4.2 Variaciones del rendimiento fotoquimico @(urante los experimentos cémabaena
sp. (A y B),Nostocsp. (C y D),Arthrospira platensiqE y F) yMicrocystissp. (G y H). Los
paneles de la izquierda y de la derecha correspoadexperimentos realizados a 18 y 23° C,
respectivamente. Los simbolos indican las mediamsleliferentes tratamientos de radiacion

mientras que las lineas verticales indican la ndldango entre medias.
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Fig. 4.3 Porcentaje de disminucién del Y (%) deb&dd®AR, RUV-A y RUV-B durante los

experimentos realizados cémabaenasp. (A y B),Nostocsp. (C and D)Arthrospira platensis

(E y F) yMicrocystissp. (G and H). Los paneles de la izquierda y dkefacha corresponden a

experimentos realizados a 18 y 23° C, respectivianéns simbolos indican las medias de los

diferentes tratamientos de radiacion mientras gsidiheas verticales indican la mitad del rango

entre réplicas, los simbolos abiertos corresporadérs valores de la tarde mientras que los

llenos representan los valores de la mafana.

D, F y H). Es importante observar queMwmstocsp. incubado a 23° C (Fig. 4.3D) se observaron

valores negativos en el tratamiento P (i.e., praemalo la fotosintesis).
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En relacion a la recuperacion (Fig. 4.4), en gdreabservaron valores mas altos hacia el final

del experimento que al inicio, como se ve claramearaAnabaenasp. (Fig. 4.4A y B) YNostoc
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Fig. 4.4 Porcentaje del Y (%) de los tratamienté BPPA y P durante los experimentos

realizados corAnabaenasp. (A y B),Nostocsp. (C y D),Arthrospira platensis(E y F) y

Microcystis sp. (G y H). Los paneles de la izquierda y de émecha corresponden a

experimentos realizados a 18 y 23° C, respectivianéns simbolos indican las medias de los

diferentes tratamientos de radiacion y las lineagiocales indican la mitad del rango entre

réplicas, los simbolos abiertos corresponden gdlises de la tarde y los llenos representan los

valores de la mafana. El &rea gris indica que absres de Y fueron menores a los del tiempo

cero.

106



sp. (Figs. 4.4C y D), aunque lo contrario ocuriid &. platensisincubada a 23° C (Fig. 4.4F);
sin embargo, esta tendencia fue menos evidentatéueatarde. No todas las especies alcanzaron
una recuperacion total a lo largo del experimeno, {ralores < 0) y esto fue especialmente
evidente en los experimentos realizadosMarocystissp. (Figs. 4.4G y H). Es importante notar
el claro efecto de la temperatura en la recupenadigante la noche ddostocsp., donde las
muestras expuestas a 23° C alcanzaron valoredicgjiamente mas altos que los de las
muestras expuestas a 18° C (Figs. 4.4C y D); altradm Microcystis sp. tuvo un
comportamiento similar en ambas temperaturas déawon. Finalmente, y en relacion a los
tratamientos de radiacion, se observo un efecto ela la recuperacion de la nocheAdmbaena

sp. (Figs. 4.4 Ay B) mientras que no se determima&fectos etNostocsp. (Figs. 4.4 CyD)yen
Microcystissp. (Figs. 4.4 G y H).

Los cambios morfologicos observados durante logmxentos se presentan en las Figs. 4.5y
4.6. Hubo tanto diferencias inter-especificas $igativas, como respuestas relacionadas a la
temperatura y/o a la radiacion solar: a 18° Cres énicial del filamento d&nabaenasp. (Figs.

4.5 Ay 4.6) fue significativamente mayor que abfi que mostré valores similares para los tres
tratamientos de radiacion. Sin embargo, a 23° @rea de los filamentos al final del experimento
fue significativamente menor en las muestras @ghitniento PAB que en los otros tratamientos
de radiacion (Figs. 4.5 B y 4.6). Blostocsp., se encontraron diferencias significativasleéirea

del filamento entre el inicio y el fin del experime realizado a 18° C, teniendo las muestras del
tratamiento P areas mayores que las de los trateoei®A o PAB (Figs. 4.5 C y 4.6) mientras
gue no se determinaron diferencias a 23° C tantel élempo como entre los tratamientos de
radiacion (Figs. 4.5 D y 4.6). Pafa platensis se observo una marcada reduccion en el area del
tricoma a lo largo del experimento (Figs. 4.5 EG)4siendo mas acentuada a 18 que a 23° C. En
general, para esta especie, las muestras bagtaiiento P tuvieron mayores areas que aquellas
bajo el tratamiento PA y PAB. Finalmente, no seeolmon diferencias significativas para
Microcystissp. en el tamafio de sus colonias (Figs. 4.5 G Wid,4.6) a las dos temperaturas

experimentales y tratamientos de radiacion.
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Fig. 4.5 Cambios en el area (@m?) de: (A y B) filamentos deAnabaenasp. (C y D)
filamentos deNostocsp. (E y F), tricomas de.flatensisy (G y H) y colonias ddlicrocystis

sp. Los paneles de la izquierda y de la derechsmonden a experimentos realizados a 18 y
23° C, respectivamente. Las columnas negras repaesel area al inicio del experimento
mientras que las rojas, azules y verdes represehtaea final de los tratamientos: PAB, PA 'y

P, respectivamente. Las lineas sobre las barraamdl desvio estandar.
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Fig. 4.6 Fotografias mostrando los cambios morfoligydeAnabaenasp, Nostocsp A. platensisy
Microcystissp. expuestas a diferentes tratamientos de radigdiémperatura. El largo de la barra de

medicién es de 20m.
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4.4DISCUSION

Los resultados presentados en esta seccion ddulcagbntribuyen a entender los efectos
interactivos de la temperatura y la RUV solar sabferentes especies de cianobacterias cuando
se exponen a niveles de radiacion como los querarcunaturalmente en la Patagonia, y
simulando un aumento de temperatura debido al caatibhatico como esta predicho para el afio
2100 (Houghtoret al. 2001). El hallazgo mas importante de este trabajtsiste en que un
aumento de temperatura tiene diferentes resultdgeseficid a dos de las cuatro especies
estudiadasAnabaenasp. yNostocsp.) mientras que no gener6 efectos aparentes @rrées dos
especiesA. platensisy Microcystissp.). Los efectos benéficos de la temperaturArebaena

sp. yNostocsp. se tradujeron en una mejora en el rendimiftsintético fotoquimico (Fig.
4.2), lograda mayormente por las altas recuperasid¢tanto durante la tarde como durante la
noche, Fig. 4.4) hacia el final del experimenfo.platensisy Microcystissp., por su parte,
mostraron mejor respuesta fotosintética en el dim4Fig. 4.2) mientras que no se evidencié un
efecto de la temperatura en la recuperacion detsihtesis. Los resultados de este estudio
resaltan la importancia de las respuestas espgpezidicas de las cianobacterias cuando son
expuestas a la RUV y a un aumento de la temperdarkos proximos parrafos se discutiran las
posibles causas de las diferentes respuestas @x#ippr las distintas especies usadas en este
estudio.

En principio, un mejor desempefio fotosintético siggria una mejor utilizacion de la radiacion
solar para producir biomasa. Previamente se ha steso (Halacet al. 2010) que algunas
especies de diatomeas se benefician con un aurdentemperatura y que el balance entre
inhibicion / recuperacion del desempefatosintético cambid, dado que las células se
recuperaron o disiparon mas energia. En este trakapbservo una respuesta similar, i.e. como
una mayor recuperacion (Fig. 4.2). Dentro de c#effmites de tolerancia y del rendimiento
fotosintético de cada especie, un aumento de teyparsupondria un aumento de las tasas
metabdlicas lo cual ayudaria a las células a regai@Equier dafio potencial ocasionado por la
RUV. Uno de los objetivostdrgets) de la RUV dentro del fotosistema Il es la protebi
(Sicoraet al. 2006) y se ha demostrado que un aumento de temerasultaria en una rapida
reposicion y reparacion de ésta, hecho que sedréaen una mejor respuesta fotosintética
(Bouchardet al. 2005). En este estudio, sin embargo, no se midieniveles de proteinas D1

y no todas las especies mostraron una mejor respisessintética a mayores temperaturas (Fig.
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4.2-4.4). Por lo tanto, este mecanismo (i.e. rapatsicion y reparacion de la proteina D1)
podria haber influido solo parcialmente en las uesgas fotosintéticas observadas en algunas
especies utilizadas en este trabajo. Ademas, cdaedmn expuestas a temperaturas mas altas, en
algunas especies podria haberse encontrado unar metyadad o cantidades mas altas de
RUBISCO. Sin embargo, debido al volumen limitado wheiestra (i.e., volumen de los
contenedores / espacio en el incubador), estaxioeés no se llevaron a cabo.

Las diferentes respuestas y sensibilidad a la R&VAsl cianobacterias fue previamente abordada
en otros estudios (Garcia-Pichel 1998, Ehling-Scl&lScherer 1999). Se propuso que estas
diferencias se deben a sus diferentes historiabuitexas recientes (Garcia-Pichel 1998); sin
embargo, otros estudios (Véa al. 2005) encontraron que en cambio, la historia licaiprevia

de las células a las cuales fueron aclimatadas tena influencia mas importante en las
respuestas observadas. En nuestro caso, y dadodpglos cultivos fueron pre-aclimatados y
expuestos a condiciones de radiacion similaresrdapuestas observadas parecen estar mas
relacionadas a otras variables, tales como la teatyya y / 0 cambios morfol6gicos ocurridos a
lo largo del experimento. Ademas, las diferenciaslas respuestas observadas en las cuatro
especies de cianobacterias estudiadas pueden re@lmpante explicadas por el grado y/o la
eficiencia de los diferentes mecanismos de praieadiilizados por cada especie. Por ejemplo, la
sintesis de CARUV, como los aminoacidos tipo miocosg@s, se ha descripto previamente para
Microcystissp. (Liuet al. 2004) yNostocsp. (Ehling-Schulzt al. 1997, Sinhaet al. 2001) pero

en este estudio, sin embargo, no se encontrardidades significativas de estos compuestos en
los espectros metandlicos (i.e. medidas espeatrofeiticas) de estas especies. Por otra parte, se
encontraron cantidades importantes de CARUV solel eratamiento P dAnabaenasp. (datos

no mostrados); estos compuestos, sin embargo, erorfunducidos por la RUV como ha sido
determinado en estudios previos (Sitaal. 2001). Finalmente, en el caso e platensisse
encontraron cantidades insignificantes de CARUVadeerdo con estudios previos realizados
con esta especie (Wi al. 2005, Gacet al. 2008).

En este estudio, los cambios morfoldgicos obserwadacada cianobacteria fueron diversos y en
algunos casos no pueden ser asociados a un sto fiee., temperatura o RUV). Sin embargo,
algunos estudios previos mostraron la influenciavdeos factores (por ej., temperatura,
composicion del medio de cultivo, salinidad) emmarfologia de cepas denabaenay Nostoc
(Stulp & Stam 1984, Zapo¥tova et al. 2008) En el caso particular dénabaenase encontrd
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que la RUV solar inhibia el desarrollo de hetettosisesponsables de la fijacion del nitrégeno
atmosférico (Gacet al. 2007b, Lesser 2008) y cuando se incubaban lastrases 20° C, se
reducia el largo del tricoma hasta un 49% (@tal. 2007b). En este trabajo, se encontré que
cuando se exponian bajo RUV a 18° Nystoc sp. y Anabaenasp. sufrian una reduccion
significativa en el area del filamento, mientrase qu 23° C se observaba un aumento para
Anabaenasp. pero no par&ostocsp. (Figs. 4.5 y 4.6). Estos resultados muestran wqu
aumento de la temperatura contrarresta parcialmiasteefectos que la RUV tiene en la
morfologia de estas especies. La disminucion @real de los tricomas de plantensis lo largo

del experimento, observada para todos los tratdosiette radiacion y temperatura, se condice
con resultados anteriores (Wat al. 2005, Gaoet al. 2008). El area del tricoma se redujo
significativamente cuando se lo expuso bajo RU\4.(Bi5 y 4.6), pero también se observo este
comportamiento en muestras expuestas solo a PAR.chmbios morfolégicos observados
parecen contrarrestar parcialmente la disminucilnydinducida por la RUV, especialmente a
23° C. Esto puede deberse al mecanismo de “autbreadn” propuesto por Ga al. (2008) el
cual parece ser altamente efectivo en cultivos aterSin embargo, y dado que se trabajé con
cultivos diluidos, las células deben haber estamloresexpuestas a la RUV y los cambios
morfolégicos pueden no haber sido suficientes paeatralizar completamente los efectos
negativos causados por los niveles relativameite de radiacion solar como los que se reciben
en el area de estudio (Fig. 4.1). Finalmente, yisewestro conocimiento, esta es la primera vez
que se reportan los efectos combinados de la RWU¥ ka temperatura sobre la morfologia de
Microcystissp. No se observaron cambios en el area de laiaontodas las condiciones
experimentales, de acuerdo con estudios previos €Wal. 2008) que mostraron que la
exposicidn a bajas temperaturas y oscuridad naupracfectos en la morfologia de esta especie.
Esto también concuerda con la respuesta fotosiaté&te Microcystis sp. observada en este
trabajo, donde casi no se detectan diferenciag édrtratamientos de radiacion y temperatura.
Sin embargo, otros factores podrian influir en larfslogia, tal como se describié para
Microcystis aeruginosdajo presion de pastoreo (Yaagal. 2008), lo que indujo la formacion
de colonias y por lo tanto un incremento de su feim&os cambios morfologicos, ya sea
reduccién o aumento del area de la célula / colaléaan la relacion superficie / volumen y por
tanto la radiacion recibida por las células / c@enambién variaria. Como estos cambios afectan

el rendimiento fotosintético, depende de muchasbi@s que incluyen la pre-aclimatacion de las
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células, la cantidad de radiacién incidente y fapteratura, entre otros. En este caso, y como se
discutié anteriormente, esta relacion entre caminiodologicos y fotosintesis fue evidente para
A. platensisSin embargo, deberian realizarse otros estudi@giucidar como los cambios en la
morfologia condicionarian la aclimatacion de ldsle§ y por ende, su rendimiento fotosintético.
El aumento de los gases invernadero (por ej. vdpagua, diéxido de carbono, 6xido nitroso,
etc.) y de origen antrépico han causado un prodesoambio climéatico que se asocia con el
aumento global de la temperatura (Houghtorl. 2001, Hansewet al. 2006, Paerl & Huisman
2008) y una reduccion de la capa de ozono, incrémdose de esta manera los niveles de
radiacion que llegan a la superficie terrestre (BltkKe et al. 2003). Estos factores han
condicionado la vida en los ecosistemas acuatefestando a algunos organismos, i.e. ya sea
causando la extincion de especies (Thosataad. 2004), cambios en la dindmica de la poblacion
(Molinero et al. 2008) o favoreciendo a otros, entre los que saasman las cianobacterias que
parecen verse beneficiadas y proliferar bajo teatpeas aumentadas (Paerl & Huisman 2008).
Aqui se muestra que las respuestas a las variabtesadas al cambio climatico son especie-
especificas: un aumento de temperatura evita wrairdicion en el area de los filamentos /
tricomas deAnabaenasp., Nostoc sp y A. platensismientras que también beneficia la
recuperacion fotosintética danabaenasp. yNostocsp. luego de la exposicion a la RUV. Aln se
desconoce coOmo estos mecanismos impactaran exdies tréficas acuéticas y en la produccion,

pero merece ser investigado.
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PARTEB

A raiz de que dos de las especies estudiadasRarte A fueron anteriormente descriptas como
potenciales productoras de compuestos fotoprotester CARUV (Sinhaet al. 2001, Lesser
2008, Singhet al. 2010), se realiz6 un experimento, donde se evalusintesis bajo diferentes
tratamientos de radiacion y temperatura, utilizandibivos deAnabaenasp. yNostocsp. Los
resultados de este experimento adicional tienerigptanto, el objetivo de evaluar la potencial
sintesis de compuestos fotoprotectores cuando idge®hacterias son expuestas a diferentes
temperaturas y rangos de longitudes de onda plarésucomo mecanismo para reducir los

efectos negativos ocasionados por la exposiciarRUNV.

4. 5MATERIALES Y METODOS

4.5.1 Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo han sido las mismaslaueresentadas en la Parte A de este capitulo,
pero esencialmente consistieron en cultixaabaenay Nostocsp. en medio BG-11 (Rippka
1988) a dos temperaturas experimentales: 18° C°yC23dajo iluminacion PAR (30@amol
fotones nf s*) con un fotoperiodo 12L:120, para luego ser @iles en los experimentos tal
como se describe a continuacion:

4.5.2 Condiciones experimentales y protocolo de nateeo

Los cultivos pre-aclimatados a las dos temperatsgalocaron en recipientes transparentes a la
RUV (1000 ml) y se expusieron por triplicado a 1837 C, bajo tres tratamientos de radiacion:
(i) P [PAR (400-700 nm), tubos cubiertos con fdtidltraphan UV Opak 395], (ii) PA [PAR +
RUV-A (320-700 nm), tubos cubiertos con filtros Magefolie 320 y (iii) PAB [PAR + RUV-A

+ RUV-B (280-700 nm), tubos descubiertos] durarfed3as. Las muestras se expusieron en una
camara (Sanyo modelo MLR) provista de tubos fluzeetes luz dia (30@mol fotones nf s* de
PAR) y cinco lamparas Q-Pannel (modelo UVA-340) @meconjunto aportaron irradiancias
medias de 66, 15.3 y 0.7 W?nde PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente, con urofteriodo
12L:120. Hacia el final de cada ciclo de exposidi@scuridad y al inicio del experimento se

recolectaron muestras para la determinacion derneentracion de Clor-a y de CARUV.
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4.5.3 Mediciones y analisis

4.5.3.1 Concentracion de pigmentos y CARUV

Se filtr6 una alicuota de 20 ml de muestra eroSltGF-C (Munktell, Suecia) y se extrajeron los
pigmentos fotosintéticos y los CARUV en 5 ml de amel. Los tubos con el extracto metandlico
fueron sonicados durante 20 min a 20° C, luegmsdelales se dejé extraer por otros 40 min.
Después de centrifugar los tubos por 20 min, sevobel espectro de absorcion de las muestras
mediante un barrido entre 250 y 750 nm con un &sgetbhmetro (Hewlett Packard, modelo HP
8453E). La concentracion de Clor-a se calculé @ndcuaciones de Porra (2002), el mismo
extracto se utilizo para calcular la concentradénClor-a mediante a partir de la fluorescencia
del extracto (Holm-Hansen & Riemann 1978) anteggpdés de acidificar con HCI 1 N usando
un fluorémetro (Turner Designs, modelo TD 700). I®SRUV fueron estimados por la altura

del pico a 330-337 nm como describieron previamBuotaapet al. (1995).
4.5.3.2 Calculos y estadistica

Estos experimentos se realizaron por triplicadca peada tratamiento de radiacion (a cada
temperatura experimental), por lo que los datexpeesan como la media y su desvio estandar.
Para calcular las tasas de evolucion de la Clar-eealizé un ajuste lineal con los datos y se
obtuvo la pendiente de la recta. Para calculaiaksss de sintesis de CARUV, se realizd un ajuste
lineal con los puntos correspondientes a la reeteméxima pendiente y se obtuvo el valor de la
misma. De esta forma, la tasa obtenida represemtéXima tasa de sintesis de CARUV.

Para determinar las diferencias entre los trataiwsede radiacion a lo largo del experimento se
utilizé un ANOVA de medidas repetidas, para detaaninteracciones entre los tratamientos de
radiacion y temperatura se utilizé un ANOVA de déss, y para determinar interacciones entre
los tres factores: especies, temperatura y radiaamdlas tasas calculadas se utiliz6 un ANOVA
de tres vias. En todos los casos se eligié contoptet-hoc el Fisher-LSDLgast Significant
Differencg.
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4.6 RESULTADOS

La evolucion de la Clor-a de las dos especies lmgadiferentes tratamientos de radiacion y
temperatura se muestra en la Fig. 4.7. Se obserdiierencias en la evolucion de la Clor-a en
Anabaenasp. (Fig. 4.7 A) para las diferentes temperaterggerimentales: las muestras que se
expusieron a 18° C mostraron una disminucién ihiera los valores de Clor-a para luego
mantenerse estables mientras que las muestrasstéapwe 23° C, si bien mostraron una leve
disminucion al inicio, alcanzaron valores mayordesainiciales hacia el final del experimento;
por otra parte, no se detectaron diferencias dagrdratamientos de radiacion a lo largo del
experimento para ninguna de las temperaturas expetales. Por su partéostocsp. (Fig. 4.7

B), mostré diferentes respuestas tanto para swsrientos de radiacion como de temperatura. Si
bien las muestras bajo el tratamiento PAB a 18°dStraron una marcada disminucion en sus
valores de Clor-a, no se encontraron diferencig@fgiativas entre los tratamientos de radiacion
a 18° C. Por su parte, los tratamientos PA y P sta eemperatura se mantuvieron valores
estables a lo largo del experimento sin observamsaumento de la concentracion de Clor-a. Por
su parte, las muestras expuestas a 23° C mostvatores similares de Clor-a a lo largo del
experimento y no se detectaron diferencias sigatifias entre los tratamientos de radiacion a lo
largo del experimento. Dado que los cultivos fuemeviamente aclimatados a diferentes
temperaturas, sus concentraciones iniciales de&Ctfieren; por esta razén se calcularon las
tasas de cambio de la Clor-a para cada tratamyesgocompararon mediante un ANOVA de tres
vias para detectar diferencias entre las cianofiastey los tratamientos de radiacion vy
temperatura (Tabla 4.1). Los resultados obtenidostrawron una interaccion entre radiacion,
temperatura y especie, siendo la tasa de camb#ogbdaratamiento PAB diElostocsp. a 18°C
menor que el resto de los tratamientos. Por se partonsiderar solo las tasasAd@mbaenasp.,

se observo un efecto de la temperatura, siendadas a 23°C mayor que las de 18°C (p < 0.05),
mientras que pardostocsp., se observé una interaccion entre radiaci@mpeératura siendo la

tasa del tratamiento PAB a 18°C menor que las demés
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Fig. 4.7 Evolucion de la concentracion de Clorda &rgo de los experimentos realizados con

muestras dé\nabaenasp. yNostocsp. expuestas a diferentes tratamientos de radigPiaB:

rombos rojos, PA: tridngulos azules y P: circulesdes) y temperatura (simbolos llenos:

muestras a 18°C y simbolos vacios: muestras a 23°C)
Los espectros de absorcion de las muestras expuekia diferentes tratamientos se muestran en
la Fig. 4.8. Se puede observar el aumento deuaaattel pico correspondiente a los CARUV en
Anabaenasp. (Figs. 4.8 A y B), mientras que por su parés, muestras ddlostoc sp. no
mostraron un crecimiento en la altura de sus pie€ARUYV, tanto cuando fueron expuestos a
18 como a 23° C.
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Tabla 4.1 Tasa de cambio de la Clor-a para losralifes tratamientos de radiacion y
temperatura durante el experimento. Las Ultimae $ilas detallan los resultados del ANOVA
de tres vias realizado con estos valores parandigi@r los efectos de la radiacion, temperatura

y especie o0 de su combinacién (se muestra el delq).

Anabaena sp. Nostoc sp.
18°C 23°C 18°C
PAB -0.11+0.0¢ 0.20+0.0! -0.56+0.3: 0.00£0.1(
PA -0.07+0.0! 0.20+0.0¢ 0.06+0.0° 0.18+0.1
P -0.00+0.0: 0.24+0.1: 0.15+0.0° 0.12+0.0°
Especi 5.80x10°
Temperatura 3.00x10°
Radiacion 1.14x10°
Especie x Temperatura 5.00x10"
Especie x Radiacion 1.67x10°
Temperatura x Radiacién 9.73x10°
Especie x Temperatura x Radiacion 4.16x10°
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Fig. 4.8 Espectro de absorcién de las muestrandbaenasp. (A y B) yNostocsp. (C y D) al
inicio (linea llena negra) y al final del experin@ntratamientos PAB, PA y P (lineas cortadas
de color rojo, azul y verde, respectivamente). paseles de la izquierda y de la derecha
corresponden a las muestras expuestas a 18° C, 28%pectivamente. Las flechas violeta y
verde indican los picos de absorcién utilizados gdicélculo de la altura del pico de CARUV y

la concentracion de Clor-a, respectivamente.

La evolucién de los CARUV a lo largo del experintesé muestra en la Fig. 4.9. Parsmbaena

sp. (Fig. 4.9 A) se observaron diferencias entie ttatamientos de radiacion, que fueron
comprobadas estadisticamente: para las muestraestap a 23 °C, si bien las diferencias fueron
significativas (p= 0.010), el test posteriori no pudo identificar los tratamientos diferentes
mientras que a 18 °C, las muestras bajo el tratamid’AB sintetizaron cantidades
significativamente menores de CARUV (p= 0.032) sedel tratamiento PA y P. Es de destacar
gue este comportamiento fue completamente opukstasarvado para las muestras expuestas a
mayor temperatura. PaNostocsp. (Fig. 4.9 B), se observo que la sintesis tis eompuestos

era menor que la observada pArabaenasp., con valores de altura de pico mas bajos yeslo
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finales de altura de pico iguales o menores a thicales. No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de radia@da largo del experimento.
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Fig. 4.9 Evolucion de la altura del pico corresgentk a los CARUV a lo largo de los experimentos
realizados con muestras Aaabaenasp. yNostocsp. expuestas a diferentes tratamientos de radiacio
(PAB: rombos rojos, PA: triangulos azules y P: ulivzs verdes) y temperatura (simbolos llenos:

muestras a 18°C y simbolos vacios: muestras a 23°C)

A fin de comparar la sintesis de CARUV entre |lg®eeres se calcularon sus tasas de crecimiento
para cada tratamiento de radiacion y temperatyarg las dos cianobacterias estudiadas, luego
de lo cual se compararon mediante un ANOVA de ties. Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 4.2. Se detectd una intéracantre la especie, la temperatura y la
radiacion siendo las tasas de sintesinkbaenasp. mayores que las dostocsp. A su vez, la
tasa del tratamiento PAB a 18°C p&mabaenasp. fue menor que las tasas para PA y P de la
misma temperatura y que la del tratamiento P a 2Bit@Imente, las tasas mas altas fueron para
los tratamientos PAB y PA a 23° de la misma especie
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Tabla 4.2 Tasa de sintesis de la CARUV para losrdgiftes tratamientos de radiacion y

temperatura durante el experimento. Las ultimas $ilas detallan los resultados del ANOVA de

tres vias realizado con estos valores para detarrfos efectos de la radiacién, temperatura y

especie 0 de su combinacion.

Anabaena sp. Nostoc sp.
18°C 23°C 18°C 23°C

PAB 4.16+1.11 18.1+1.25 -0.41+0.87  -1.10+1.03

PA 8.90+1.26 16.6+0.11 0.49+0.54  -1.08+1.33

P 11.0+£2.33 12.8+2.22 1.28+0.40 -1.83+0.82
Especie 0.00x10
Temperatura 0.00x16
Radiacion 1.65x10"
Especie x Temperatura 0.00x10
Especie x Radiacion 5.29x10"
Temperatura x Radiacion 2.00x10°
4.09x10*

Especie x Temperatura x Radiacion
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4.7DISCUSION

Los organismos acuaticos utilizan diferentes meraos para evadir / contrarrestar los efectos
negativos de la RUV: evasion (Rocebal. 2002, Leectet al. 2005,), reparacion enzimatica del
dafio (Sanderset al. 2005) y sintesis de compuestos fotoprotectoresca®et al. 2002,
Sommarugaet al. 2009). Entre los compuestos fotoprotectores deyan los aminoécidos tipo
micosporinas (MAAs). Los MAAs son compuestos ampgate distribuidos en organismos
acuaticos, habiendo sido identificados en organssmoy diversos taxonémicamente (Dunlap &
Shick 1998, Sinhat al.2007). Se han propuesto diversas funciones ptra esmpuestos (Oren

& Gunde-Cimerman 2007), entre los que figuran laaregulacién, su funcién antioxidante y
su funcion fotoprotectora (Korbeet al. 2006). Esta ultima es la funcibn mas ampliamente
aceptada, existiendo una extensa literatura queridesla induccion de MAAs por la RUV
(Roccoet al. 2002, Tartarotti & Sommaruga 2006, Sommareigal. 2009). Sin embargo, en este
estudio se demostré que patmabaenasp., la sintesis de CARUV no se veia inducida
mayoritaria 0 exclusivamente por la porcion delavibleta, como habia sido descripto en
trabajos anteriores (Shiak al. 1999, Ben-Yoseét al. 2006,) sino también por la porciéon del
PAR. Karstenet. al. (1998) encontraron que si bien la sintesis de nalguMAAs, como
shinorine, eran mas estimulada por la RUV, la desoMAAs lo era por PAR, lo que indicaria
una induccidn especifica de diferentes MAAs por Histintas porciones del espectro
electromagnético.

En los experimentos, por otra parte, se pudo cobaprque a temperaturas mas bajas, la sintesis
de CARUV enAnabaenasp. era menor en las muestras que recibieron RUWeBamiento
PAB) que en aquellas que no lo hicieron (tratanoemA y P), observandose lo contrario en la
exposicion a temperaturas mas altas, lo que evimemcefecto interactivo de la radiacion y la
temperatura. Esto puede deberse a una mayor actiedzimatica a temperaturas altas, que
permitid aumentar tanto la sintesis de MAAs comeelzaracion de los dafios generados por la
RUV-B (MacFadyeret al. 2004, Boucharcet al. 2005), mientras que a temperaturas bajas, la
actividad de las enzimas de reparacion no fueisufie para contrarrestar los efectos negativos
producidos por la RUV. Varios estudios destacaroketle la temperatura como inductor de la
sintesis de compuestos fotoprotectores: Tartabtil. (2006), estudiando los cambios de MAAs

en organismos plancténicos de un lago alpino, drma@m que el contenido de estos en el
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fitoplancton, relativo al de la Clor-a, estabaceglaado con la transparencia a la RUV del agua y
la radiacion solar incidente, pero de manera mgmwitante con la temperatura del agua. En
concordancia con esto, varios estudios realizadosrganismos marinos y de agua dulce que
bioacumulan MAAs encontraron que las mayores cdregones estaban relacionados entre
otras variables, con la temperatura del agua (Stiek 1996, Garciat al.2010,).

En la Parte A de este capitulo se pudo observarlaexposicion de las muestras a 18°C
provocaba la reduccion del area del filamento parabaenasp, observandose lo contrario a
23°C, siendo esto acompafiado por una recuperaelov @elativo al valor inicial) que, aunque
con diferencias para los distintos tratamientosadigacion, fue mayor a 23°C. Estos resultados
concuerdan con un estudio previo en el que la éxpasde Anabaenasp. PCC7120 a la RUV
provoco una disminucion del 90% en la eficiencimdoimica y una disminucion del 49% en la
longitud del tricoma (Gaet al. 2007b). En la Parte B, se comprob6 que esta espe@mas
sintetizaba CARUV, lo que fue acompafiado por el enim o estabilidad a lo largo del
experimento de las concentraciones de Clor-a, Isserearse diferencias entre tratamientos de
radiacion. Estos resultados muestran que la ciatefi@a estudiada puede valerse de ambos
mecanismos (cambios morfolégicos y sintesis de cestps fotoprotectores) para contrarrestar
el impacto inicial de la RUV en su fotosistema. Mias tanto, y ain cuando estudios previos
indicaban queNostocsp. producia cantidades significativas de CARUWI{8iet al. 2001), la
cepa utilizada en el presente estudio produjo cureeones insignificantes, lo que se vio
acompafado por una estabilidad o disminucion erdasentraciones de Clor-a a lo largo del
experimento, siendo esto Ultimo particularmente martratamiento que recibié RUV-B a bajas
temperaturas de exposicion. En concordancia cas essultados, en la Parte A se pudo observar
que las muestras expuestas a la RUV sufrian disioines en el area de sus filamentos a bajas
temperaturas y se recuperaban en menor grado guexfaiestas a mayor temperatura; éstas
altimas a su vez no sufrian cambios morfolégicaseEcaso de esta cianobacteria, puede que los
mecanismos de defensa utilizados sean otros ysias ge vean beneficiados por el aumento de
la temperatura como pueden ser: sintégsigovode proteinas afectadas (por ej. D1) o reparacion
del ADN vy sintesis de pigmentos extracelularesigighfchulz & Scherer 1999, Castenholz &
Garcia-Pichel 2002).

Como conclusion se puede afirmar al estudiar dosamemos de proteccion frente a la RUV

utilizados por las cianobacterias (los cambios ologicos y la sintesis de compuestos
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fotoprotectores) que son de tipo especie-especfioplo tanto, no todas las especies exhibieron
los mismos y a su vez, el grado de efectividadodariecanismos desplegados también varié de

acuerdo a la especie estudiada.
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Capitulo 5

Conclusiones Generales



Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran lagiecianobacterias tienen una gran
adaptabilidad tanto a las condiciones normales cammentadas en los niveles de RUV y
aquellas de temperaturas previstas como conseaudrcios cambios climaticos. Tanto si se
encuentran como parte dominante del fitoplanctdo k&rgo del afio (Capitulo 3) como si su
dominancia es circunstancial (Capitulo 2), sus uesfas demuestran que poseen una gran
versatilidad para aclimatarse a las condicioneestees. Estas versatilidad en las respuestas
varian dependiendo de la composicion de la muestrasa laguna Cacique Chiquichano se
observo una fuerte aclimatacion en invierno y pviena cuando la comunidad estuvo dominada
por cianobacterias pequefigdpfianothece, Synechocyktiy una menor aclimatacion cuando
aparecieron cianobacterias mas grandiéisrOcystis, Anabenopsisio que evidencié un fuerte
componente especie-especifico en las respuestasadass por las diferentes comunidades
(Capitulo 2). Sin embargo, en todos los casosoptiairfhibiciéon fue alta cuando se evaluaron
escalas temporales cortas (ciclos diarios) pemidisyé cuando se evaluaron escalas temporales
mas largas (experimentos de mediano plazo). Adelmssnayores valores de fotoinhibicién se
observaron cuando el porcentaje de abundancia slecitmobacterias era muy bajo y la
comunidad se encontraba dominada por cloroficeas.sB parte, la laguna Don Tomas,
dominada a lo largo de todo el afio Banktothrix agardhiimostré respuestas generalmente
uniformes, cuya estabilidad se perdié cuando serebsun marcado desmejoramiento en las
condiciones fisiologicas de las algas, que pudetsebdebido al consumo del oxigeno durante la
noche por la abundante biomasa que debe sostesistegha (Capitulo 3).

Asi como las respuestas variaron de acuerdo a tapasicion de las comunidades, los
mecanismos que permitieron la adaptacion a lasicdonds experimentales variaron entre las
diferentes especies. De esta forma, las respuestzescie-especificas observadas incluyeron
cambios morfolégicos en el caso Alehrospira platensigCapitulo 4), la sintesis de CARUV en

el caso dé\nabaenasp. (Capitulo 4) o de carotenoides en el cade. @gardhii(Capitulo 3).

Con respecto a las hipétesis planteadas en esta(VesCapitulo 1) se concluye que:

1) Hipdtesis 1. la actividad de la enzima interviniente en el atelismo del nitrogeno,

glutamina sintetasa, disminuye al ser expuestasi@asbacterias a la RUV.
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2)

3)

4)

Hipdtesis %: Sin embargo, un aumento de temperatura actuaend antagonica con la
RUV ya que aumenta la actividad enzimatica.

Esta hipdtesis se trabajé en conjunto (Capitulgs3) y se pudo observar que en las
condiciones experimentales utilizadas la actividd8 de comunidades naturales no
cambio por exposicion de la comunidad a la RUVarig@ aumento de temperatura. Por
lo tanto, esta hipotesse rechaza

Hipotesis 2:la forma y tamafio celular condicionan la respuadtalas células a la RUV,
por esto la RUV afecta en corto tiempo mas el fsteia de cianobacterias flamentosas
que a las que forman agregados celulares globosos.

En el Capitulo 4 se trabajo con tres cianobactéteasentosasA. platensisNostocsp.y
Anabaenasp.) y una formadora de agregados celulares gbsb@icrocystissp.). Con
respecto a las tres cianobacterias filamentosashysarvd que el fotosistema mas afectado
fue el deA. platensismientras que los de las cianobacteNastocsp.y Anabaenasp.
fueron muy afectados inicialmente (en corto tienyperp pudieron aclimatarse a mediano
plazo. Por su parte, la cianobacteria que formagagios celulares globosdéicrocystis

no sufrié cambios en su fotosistema. Por este motista hipotesiso se rechaza

Hipotesis 3: La exposicion a la RUV modifica la ietogia de las cianobacterias

Esta hipotesisno se rechazapara las cianobacteridsostoc sp. y Anabaenasp. que
tuvieron cambios en su area al ser expuestas &V4 B que le permitié disminuir su
impacto a nivel del fotosistema. Sin embarg® rechazapara la cianobacteria
Microcystissp. que no sufrid cambios morfolégicos cuandoxpeiso a la RUV y para la
cianobacteridA. platensisque si bien sufrid cambios en el area de susnids, estos no

pudieron reducir el impacto de la RUV sobre sudistema (Capitulo 4).

Hipdtesis 4: los compuestos que absorben RUV actéamo proteccion inicial ante la
RUV, e incrementan su concentracion al ser expadatacianobacterias a la RUV.

Esta hipotesisno se rechazapara la cianobacteridnabaenasp., cuya sintesis de
CARUV se vio inducida por la RUV, aunque tambiém [@oradiacion PAR, lo que le
confirié proteccion frente a los efectos deletérd@da RUV que se vieron evidenciados
en una recuperacion del rendimiento fotoquimicaumnento de las concentraciones de

Clor-a hacia el final del experimento. Sin embagahe destacar que la temperatura actia
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de forma interactiva con la RUV, de manera qua $tinperatura es muy baja, la sintesis
bajo RUV es menor y las concentraciones de CARUYreenores cuando las muestras
se exponen a PAR + RUV que cuando se exponen aHFRIRV-A o Unicamente a PAR.
Se rechazaesta hipotesis parbdlostocsp., A. platesisy Microcystissp. dado que las
especies utilizadas no sintetizan CARUV (Capitylo 4

5) Hipotesis 5: los cambios generados por la exposieida RUV y la aclimatacion de las
cianobacterias a los mismos, afectan al crecimiestieervandose una disminucion del
mismo
Esta hipotesisse rechazaya que la exposicion a la RUV y la adaptacion dg |
cianobacterias no fue siempre acompafiada de umaindigon en el crecimiento
(Capitulos 2, 3 y 4). En invierno en la laguna Gaei Chiquichano las muestras
expuestas a la RUV tuvieron menor abundancia celgize aquellas expuestas
anicamente a PAR, siendo esta diferencia mayordmuéas temperaturas eran menores.
En las muestras de las otras estaciones de lada@acique Chiquichano y en todas las
muestras de la laguna Don Tomas no se detectaferemtiias entre las abundancias
celulares. Mientras tanto, como se ha determinadel eCapitulo 4, la evolucion de la
Clor-a de las muestras tostocsp. expuestas a la RUV-B fueron menores que aguell
en las que se excluyd a la RUV-B. Sin embargo, d&minucion no fue detectada

cuando la temperatura fue mayor.
5.1 Nuevos interrogantes y perspectivas futuras devestigacion

Las conclusiones principales en el marco de esias &e refieren principalmente a que las
cianobacterias se encuentran muy adaptadas ardgiomes asociadas con el cambio climatico
y que el efecto de su exposicion a la RUV y un aumde la temperatura varia en funcion de la
composicion de las muestras, debido a los difesemecanismos de defensa presentes en cada

especie de cianobacteria.

Dada la relevancia de estos organismos en la faomale floraciones y el deterioro de la calidad
del agua, en muchos casos tratandose de fuentesndamo humano surge como perspectiva
futura de investigacion la necesidad de estudias detalladamente la ecofisiologia de las
cianobacterias mas comunmente formadoras de foresien nuestro territorio, asi como la

influencia de diferentes tratamientos externos cpoeden ser la mezcla, la cloracién o la bio-
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manipulacion (insercién de macréfitas, eliminacienpeces bentivoros) en la estabilidad de la
floraciones. Esta informacién permitira establagemmanejo local de la aparicion y duracion de
las floraciones, asi como un monitoreo de las @imgiés para poder predecir la posible aparicion

floraciones.

Otra posible linea, y relacionada con la antegonsiste en el estudio de la toxicidad de las
cianobacterias presentes comunmente en los cuéepagua en relacion con los cambios anuales
en los niveles de RUV y temperatura, para podetqmie los niveles de toxicidad de los cuerpos

de agua y asi poder tomar medidas en consecuencia.
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