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Resumen

Diversidad y ecologia de las comunidades microbiologicas de las

lagunas Pampeanas

RESUMEN

Las bacterias son los organismos namindantes de la Tierra y son los
encargados de mediar en una multitud degsos criticos para el medio ambiente. En
los sistemas acuaticos, el bacterioplanctofuire organismos autotrofos y heterétrofos,
de amplia distribucion cuya produccionbjomasa pueden llegar a constituir un alto
porcentaje de la produccion primaria total del sistema. Dado su rol central en procesos
ecoldgicos basicos del ecosistema resultgrda importancia conocer sus patrones de
distribucién, su dindmica poblacional y los faets mas relevantes en la determinacién
de la estructura y el funcionamientte esta comunidad, aspectos hasta ahora
desconocidos para las comunidades bacterianas de las lagunas pampeanas.

Los primeros estudios en microbiologia @ica se realizaron mediante técnicas
de cultivo tradicionales. Luego, la introdumcide técnicas provenientes de la biologia
molecular ha permitido avanzar enormemente en el conocimiento de las comunidades
microbioldgicas. Estas técnicas han pewitiestudiar no soélo la identidad, sino

también la actividad y la gendmica microbiana.

Actualmente existen numerosas especies procariotas descriptas formalmente, sin
embargo, aun no existe un consenso en larsiica bacteriana para definir la unidad
biologica fundamental de diversidad. En consecuencia, la mayoria de los trabajos
microbiolégicos basados en técnicas mdE®s adoptan el concepto de “unidad
taxondmica operativa” (OTU) para definir los taxones bacterianos de manera
pragmatica. Dada la heterogeneidad en la resoluciébn genética que las distintas
definiciones de OTU imponen, €apitulo |1 de esta tesis se centré en el analisis
comparativo de dos metodologiasfigerprinting (ARISA y DGGE) cuyos protocolos
fueron puestos a punto para poder descriistintos aspectos de la comunidad
bacteriana en ambientes someros de @dePampeana. La utilizaciéon en conjunto de
ambas metodologias fue la estrategia phoadar el mismo problema en dos niveles de
analisis complementario que permiti6 evidenciar tanto las caracteristicas mas
conspicuas como los detalles de la estructura de la comunidad obteniendo, asi, una

descripcién mas acabada de los sistemas.
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En el Capitulo Il se analiz6 a escala regional el patrén de distribucion
bacteriano en un set de lagunas representatigagdistintos estados alternativos que
caracterizan a los sistemas pampeanos. Este analisis se realizé dentro del marco teorico
de las Metacomunidades y los resultados indicaron que, de acuerdo a la perspectiva de
Species Sortingel patrén observado seria consecuencia del desacople temporal entre la
dinamica poblacional local y la dinamica c®&onizacion- extincidbn que ocurre a nivel
regional. Ademas, el estado de equilibalbernativo caracteristico de cada sistema
influenciaria de manera fundamental la determinacion de la estructura comunitaria

mientras que la estacionalidad jugaria un rol secundario.

El Capitulo 1l se focaliz6 en el estudio da variacion temporal de la
biodiversidad en dos sistemas de caracteristicas limnoldgicas contrastantes. Estos
ambientes resultaron altamente sincrénicos en cuanto a la variacion de los parametros
fisico-quimicos, sin embargo, los cambios temporales de la estructura comunitaria no
resultaron concordantes entre los dos siagerRara la laguna turbia se observé una
estrecha relacion entre los cambios de bedidad y los parametros ambientales
mientras que para la laguna clara no se detectdé una relacién entre los descriptores
comunitarios y los pardmetros ambientales considerados. Estos resultados contrastantes
indicarian distinto grado de influencia ds Factores climaticos de control que operan a
nivel regional sobre la determinacion dediaamica de la comunidad bacteriana en

cada uno de los sistemas analizados.

Finalmente, en eCapitulo IV se presentan los resultados de un experimento a
nivel de mesocosmos cuyo objetivo fue commna desentraiiar la importancia de la
produccion primaria fitoplanctonica en lateleninacion de la riqueza taxonomica de la
comunidad bacteriana y fitoplanctdnica enesiss limitados por luz. Las diferencias en
produccion primaria se correlacionaron significativamente con la riqueza taxonémica de
las dos comunidades analizadas y, en ambos casos, se observl una relacién cuadratica
entre ambos parametros. Estas obseow&s resultaron congruentes con otras
observaciones y modelos tedricos que indigae la relacion unimodal seria la mas

frecuentemente observada en sistemas acuaticos.

Palabras claves: bacterioplancton, lagos somsyoRegion Pampeana, ecologia

microbiana



Resumen

Diversity and ecology of microbial communities from shallow lakes

from the Pampa plain.

ABSTRACT

Bacteria are the most abundant oigens on Earth and they mediate many
critical ecosystem processes. In aquasigstems, bacterioplankton community
comprises widely distributed autotrophiand heterotrophic organisms and their
secondary production and biomass can represent a large fraction of the total primary
production of the system. As regards thle@ty role in basic ecosystem processes,
understanding their distribution patterns, thpgipulation dynamics and the main factors
controlling the structure and functioning ¢fie community have become central
objectives for aquatic microbial ecology, feularly in the Pampean Region as these
aspects remained unknown.

Initial studies in aquatic microbiology were carried out by traditional cultivation
techniques. Later on, molecular approadmege significantly increased our knowledge
about microbiological communities. Theseheigues have allowed us to study not only
the identity but also the activity and the microbial genomics.

Currently, a huge number of prokaryotic species have been formally described.
However, bacterial systematics has not yet reached a consensus for defining the
fundamental unit of biological diversity. Thus, most of the microbiological works adopt
the Operational Taxonomic Unit®OTU) to define bacterial taxa in a pragmatic way. In
relation to the heterogeneity in genetic resolution that different OTU definitions impose,
Chapter | of this thesis focused in the coarson of two fingerprinting methods
(ARISA and DGGE) which were set up tosdebe different aspects of bacterial
communities from shallow lakes of ther®Maa plain. The strategy of addressing the
same ecological problem with these twangdementary approaches bore witness to
conspicuous as well as fine details of the communities’ structure, resulting hence, in a
more detailed description of the systems.

In Chapter 1l the regional distribution pattern of bacterial communities was
analyzed in a set of shallow lakes that wespresentative of the different alternative
states that characterize pampean shalakes. The Metacommunity concept was the
theoretical framework applied in this analyarsd the results indicated that, according to

the Species Sorting perspective, the pattdrserved would result from a separation of
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time scales between local population dynanaosl regional colonization- extinction

dynamics. Moreover, the alternative equilibriwtate that characterized the different
shallow lakes seemed to play a majofteran structuring the community, while

seasonality would be of a lesser importance.

Chapter Il focused in the temporal variation of biodiversity in two shallow
lakes with contrasting limnological feats These systems showed high spatial
synchrony regarding their physical-chemical parameters but no evidence of
concordance in the temporal variability of the communities was found. The turbid lake
evidenced a tight relationship between changes in biodiversity and environmental
parameters while no such relationship vimsnd for the clear lake. This differential
pattern between both systems over time waudicate a different degree of connection
between local communities’ dynamics and extrinsic climatic factors that operate at a
regional scale.

Finally, in Chapter IV the results from a mesocosm- scale study aimed at
investigating the importance of primary productivity in determining bacterial and
phytoplanktonic richness in light-limited sgsts are shown. Differences in productivity
correlated significantly with the taxonomichness of the two communities analyzed
and for bacterioplankton as well as fohytoplankton, a quadratic relationship was
found between both parameters. These reswdte consistent with other observations
and theoretical models that indicate the pwshaped curved as the more frequent

relationship found in aquatic ecosystem.

Key words:bacterioplankton, shallow lakes, Pampean Region, microbial ecology
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Introduccioén General

INTRODUCCION GENERAL
El bacterioplancton y su ambiente

Las bacterias representan elgw mas diverso de organismos y
cumplen un rol esencial en los prazge®cologicos fundamentales para el
sostenimiento de la vida. Dada sersatilidad metabdlica y fisiologica,
estos organismos son capaces de habita gran variedad de ambientes,
desde aquellos que ofrecen condiciomkEsles para el crecimiento hasta
aguellos ambientes extremos cuyas caracteristiqgadem el desarrollo de
cualquier otra forma de vida (Horner- Deviae al2003; Posseet al.
2007).

En los ambientes acuaticos, las baets que viven en suspension en
la columna de agua reciben el nomteebacterioplancton. Esta comunidad
incluye organismos procariotas autotrofos y heterotrofos de entreuf2—2
de tamafio, de amplia distribdai cuya produccion y biomasa pueden
llegar a constituir un alto porcentagie la produccion primaria total del
sistema (Craig 1985; StocknerAntia 1986; Stockner 1988, 1991, 2002;
Stockner y Maclsaac 1996).

Esta fraccion representa un compoeefiindamental en el flujo de
energia a través del bucle microbiamigrobial loop conectando los
ciclos de carbono y nutrientes con elj@=mma de red trofica convencional.
Ademas, la comunidad bacterianaresponsable de un alto porcentaje de
la respiracion aerdbica y del total de respiracion anaerdbica en los
sistemas acuaticos, constituye uno derésservorios mas grande de C, N, P
y Fe (entre otros elementos), re@ms un componente clave en las redes
troficas acuaticas y su biomasa egerurso significativo de alimento para
muchos organismos (Azaet al. 1983, Cole 1999).

Dada la estrecha relacion que &xientre esta comunidad y los

distintos procesos ecoldgicos que ocurem el ambiente, resulta evidente
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gue aquellos factores que regulenbaraancia, la distribuén, la tasa de
crecimiento y la respiracion de estogamismos sean, en gran medida, los
mismos factores que regulen muchds los procesos claves de los

ecosistemas (Cole 1999).

Diversidad bacteriana: métodos moleculares y definicion de OTU

La aplicacion de técnicas moleada para el estudio de los
microorganismos en ambientes nalesadata de mediados de 1980 (Head
et all998) y desde entonces estelevo enfoque metodologico ha
influenciado de manera significativa ehtendimiento de la diversidad y
ecologia microbiana. El ahsis comparativo dgenes filogenéticamente
informativos (como es el caso del ARN ribosomal) ha permitido reconocer
nuevos linajes filogenéticos, ampliarmrepa de distribucion biogeografica
de los microorganismos Yy, fundamentalmente, ha puesto en evidencia que
la utilizacion de las técnicas tradicibesde cultivo microbioldgico para el
estudio de la diversidad microbiana dijara del analisis a la mayoria de
los microorganismos que habitan Bs ambientes naturales, problema
universalmente conocido comahé& great plate anomaly’(Staley y
Konopka 1985).

Aproximadamente, 10400 especies de procariotas han sido descriptas

formalmente littp://www.bacterio.cict.fr/number.htil sin embargo, aun

existen controversias para defida unidad biologica fundamental de
diversidad bacteriana. En la ptiga, la mayoria de los trabajos
microbiol6gicos adoptan el condepde “unidad taxonOmica operativa”
(OTU: operational taxonomic unit Actualmente, esta terminologia se
aplica a cualquier taxén definidde manera pragmatica y que no
necesariamente cumple con todos lapiigtos de la definicion formal de
especie. En otras palabras, estafinicion permite clasificar a los

individuos en grupos excluyentes de acuerdo a algun criterio consistente de
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clasificacion (Pedrds-Ali6 2006). En ehso de las bacterias (y de los
microorganismos en general), des@ips tales como el nimero de bandas
obtenidas a partir de una electroforesisgel de gradiente desnaturalizante
(DGGE) o el numero de clones ema biblioteca genética constituyen
unidades taxondmicas operativas quengien con los reqaitos para ser
considerados como tales. Dada léehegeneidad en la resolucion genética
que las distintas definiciones de ®Tmponen, cabe cuestionarse si el
analisis de los datos resulta infhieégado de alguna margepor la unidad
taxondmica operativa que se utilié@e acuerdo con esto, enG@hpitulo |

de esta tesis se descritbe manera detallada dosetodologias de analisis
de huella genética fingerprinting cuyos protocolos fueron puestos a punto
para poder describir por primera veastolitos aspectos de la comunidad
bacteriana en ambientes someroslal®egidon Pampeana. En patrticular,
este capitulo metodoldgico se centraetranalisis comparativo de datos
con el fin de evaluar el grado de congruencia y compitarnedad de los

resultados obtenidos a partir de la aplicacion de ambas metodologias.

La comunidad bacteriana y sus reglas de ensamblaje

Dentro de los distintos niveles deganizacion de la vida se define
comocomunidada un grupo de especies que ¢si&n en el espacio y en el
tiempo. En términos muy generalesste ensamble de especies esta
determinado por (i) la capacidad desmirsion de las especies, (i) las
limitaciones al desarrollo que impone el ambiente abiotico y (iii) las
interacciones biolégicas (Begehal, 2006).

La primera aproximacion que pedten comenzar a dilucidar la
estructura y funcionamiento de unaramidad consiste en la busqueda de
patrones, es decir, @guellas similitudes o tendeas repetidas a lo largo
de diferentes gradientes ambientalelsreconocimiento de estos patrones

resulta fundamental para la forragldon y puesta a prueba de hipotesis



Introduccioén General

sobre los distintos mecanismos sabgntes que definen y mantienen la
estructura comunitaria.

De acuerdo con esto, y en relaci@rla comunidad bacteriana en
sistemas acuaticos de Region Pampeana, en €hpitulo Il de este
trabajo se analiza el patron de qwsicion de esta comunidad a escala
regional con el objetivo de identhr aquellos factores ambientales y
espaciales que mejor expliquen la gaidn de la estructura comunitaria a
este nivel de observacion.

Por otro lado, tan importante conmberpretar los patrones espaciales
resulta entender los facem que determinan laecuencia temporal de
aparicion y desaparicion de taxones. @Epitulo 1l se focaliza en el
estudio de la variacion temporal da comunidad bacteriana en dos
sistemas de caracteristicas limnoldgicasitrastanteson el objetivo de
analizar la influencia que poseers ltactores que actuan a nivel regional
(extrinsecos) y los factores sitio-especifico (intrinsecos) en la
determinacion de las dinamicas locales de esta comunidad.

Finalmente, los trabajos previcsatizados en ambientes someros de
la region indican un rol fundamental deg disponibilidad de luz en la
columna de agua como factor detaramte de la dindmica observada en
ambientes turbios (Lagomarsiret al. en prensa, Llamest al. 2009;
Torremorellet al. 2007; 2009). Dado que la importancia intrinseca de los
flujos energéticos para la comdad esta particularmente ligada al
ambiente abidtico, en élapitulo IV se presentan los resultados de un
experimento a nivel de mesocosmos cuyo objetivo es comenzar a
desentrafiar la importancée la produccion primaria fitoplanctonica en la
determinacion de la riqueza taxondmida la comunidad bacteriana vy
fitoplanctonica en sistemas limitados por luz.

De acuerdo a lo expuesto hasta ageidetallan a continuacion los

objetivos de este trabajo.



Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Establecer los patrones de diveasldmicrobiana en lagos someros
de la region pampeana en estadosqiglibrio contrastantes, y avanzar en
la comprension de los cambios aeniales generados por la actividad

humana sobre la biodiversidadamubiana de sistemas acuaticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

() Evaluar la utilidad de dos técnicas filegerprinting con distinto
poder de resolucion genética rpala caracterizacion de la
comunidad bacteriana en lagos someros eutroficos e
hipereutroficos.

(i) Realizar la primera caraamtizacion basada en técnicas
moleculares de la comunidad b&tana planctonica en ambientes
someros de la Region Pampeana.

(i) Analizar la variacion temporabe la biodiversidad procariota
durante un ciclo anual en ambies someros con caracteristicas
limnoldgicas contrastantesd. lagunas turbias y claras).

(iv) Evaluar la importancia de Idactores que actuan a nivel regional
en la determinacion de la esttw@ y dinamica local de esta
comunidad.

(v) Reproducir en mesocosmos experimentales la condicion de
limitacion por luz que caracterizalas ambientes turbios de la
region y evaluar la importanciade la irradiancia en la
determinacién de la estructura ldecomunidad fitoplanctonica y

del bacterioplancton.
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AREA DE ESTUDIO

Los cuerpos de agua seleccionadas meste estudio se localizan en
la Provincia de Buenos Aires, dentte la region Pampeana (35° 32'- 36°
48'S; 57° 47'- 58° 07'O) Kigura 1).

El clima en esta region se fole como templado humedo, sin
temporada seca y con veos calidos. Normalmente, la region atraviesa
por ciclos de sequia-inundacion intauales que se reflejan profundamente
en el funcionamiento del humedsl sus lagunas, que constituyen el

elemento caracteristico del paisaje de la region.

Estas lagunas consisten en grandes cuerpos de agua (> 100 ha) de
origen fluvial-eélico, permamtes, muy poco profundos, que no
estratifican térmicamente exceppmr periodos muy cortos de tiempo.
Quirds y Drago (1999) caracterizarorestos cuerpos de agua como lagos
someros, con tiempos de permanande agua y salinidad altamente
variables, naturalmente eutroficgs actualmente bajo estrés ambiental
manifiesto que incrementa ain mas swntenidos de nutrientes. En las
areas de baja salinidad y con memnmpacto antrépico, la vegetacion
arraigada forma parches de extensionaide que cubren la superficie de
las lagunas. Sin embargo, los camb&s el uso de la tierra estan
provocando un cambio de régimen hacsesnas hipereutroficos altamente
turbios debido al incremento de nuttes que ingresan a la cuenca por la
actividad humana (Quirda al. 2002; Quirés 2005).

La ubicacion geogréafica de los lageseccionados para este trabajo

se muestran en [Babla 1.
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ARGENTINA

58° 80'W

Figura 1: Ubicacion geografica de las lagunas seleccionadas para este trabajo. Los
nameros en las imagenes del panel inferior se corresponden con los niumeros en el

mapa.



Area de Estudio

Laguna Numeracion Ubicacion Estado de
enlaFig. 1 Geogréfica equilibrio
Chascomus 1 35° 36'S; 58° 02’0 Turbio- abundante
(CH) biomasa fitoplanctonicaq
La Limpia 2 35° 37'S; 57° 480 Turbio- alta
concentracion de
(L1) :
arcillas
San Jorge 3 35°40'S; 57° 470 Turbio- abundante
biomasa fitoplanctonicaq
(SJ)
Lacombe 4 35°49'S; 57° 490 Turbio- abundante
biomasa fitoplanctonicq
(LAC)
El Triunfo 5 35° 51'S; 57° 52’0 Claro — vegetado
(TRI)
Kakel 6 36° 48'S; 57° 47'0 Claro - vegetado
Huincul (KH)

Tabla 1: Coordenadas geogréfica de las lagunas seleccionadas en la Llanura Pampeana.
Los sitios fueron numerados en direccion N-S.

Del total de sitios seleccionadds,lagunas (Chascomus (CH), La
Limpia (LI), San Jorge (SJ), dcombe (LAC) y EI Triunfo (TRI))
pertenecen a la cuenca del Rio Salad@ntras que la restante (Kakel
Huincul (KH)) pertenece al sistema thgunas marginales de la cuenca
fluvial centro-este de la proviiecde Buenos Aires (Toresaai al. 1994).
De acuerdo a lo propuesto por Scheffalaboradores (1993), 2 de estas

lagunas (KH y TRI) se encuentraen un estado de aguas claras y
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vegetadas, colonizadas por macroéfitas sumergiddgriiphyllum sp. y
Ceratophyllum demersyny emergentesSchoenoplectus californicudRor
otro lado, 3 de estas lagunas (CH,Q@A4 SJ) se encuentran en un estado
turbio, caracterizado por una escgsafundidad del disco de Secchi y una
alta abundancia d#toplancton (Allendeet al. 2009). La laguna restante
(LI) corresponde a un tercer estadoed@ilibrio previamente descripto por
Quirds y colaboradores (2002) para asigion. Este sistema se encuentra
en un estado turbio pero la turbidesta determinada, fundamentalmente,
por una alta concentraci@® arcillas en suspension. Esta laguna carece de
vegetacion arraigada emergente smmergida y la abundancia de
fitoplancton es escasa (Allendg.cit). Todas estas lagunas poseen una

profundidad media inferior a 2 m.



Comparacion entre dos metodos dingerprinting
(ARISA y DGGE) para la caracterizacion de la

comunidad bacteriana de lagos someros
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INTRODUCCION

El estudio de la diversidad matiana en ambientes naturales ha
avanzado enormemente a partir denteoduccion de técnicas provenientes
de la biologia molecular basadas eramdlisis de diferentes aspectos del
gen que codifica para el ARN ribosamEn particular, el campo de la
ecologia acuatica microbiana se hadfeiado por un gran desarrollo de
diversas técnicas que en los ultinaisafios han permitido estudiar no solo
la identidad, sino también la actiaid y la gendémica microbiana (Azam
2001).

Dentro de los métodos utilizaders este campo se ha desarrollado un
tipo de técnicas que permiten olgerun “perfil genético” o “huella
genética” fingerprinting de la comunidad. Estos métodos aprovechan
diferentes propiedades del material genético obtenido a partir de la muestra
ambiental €.g. longitud de secuencia, presencia 0 ausencia de sitios de
restriccion, comportamiento de desuralizacion) y permiten obtener una
rapida visualizacion del ensamble cnobiano permitiendo asi, analizar
cambios espaciales y temporales derde la comumiad y facilitar la

comparacion entre diferentes comunidades.

Entre los métodos de “huellgenética” mas utilizados podemos
mencionar al Analisis de Polinfemos de Longitud en Fragmentos
Terminales de Restriccion (T-RFLPTerminal-Restriction Fragments
Length Polymorphisin(Avaniss-Aghajaniet al. 1994; Liuet al. 1997),
Electroforesis en Gel de Giradte Desnaturalizante (DGGPBenaturing
Gradient Gel ElectrophoresigMuyzer et al 1993; 1997) y el Analisis
Automatizado del Espacio Imggnico Ribosomal (ARISAAutomated
Ribosomal Intergenic Spacer AnalyqiBisher y Triplett 1999; Yannarell y
Triplett 2005), entre otros (para umavision detallada de los métodos
referirse a Kirket al. 2004 y Nockeet al. 2007).
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En particular, ARISA constituyein método rapido y efectivo que
puede resultar especialmente util aguellos estudios ecoldgicos que
requieren alta resolucién espacial y temporal en el analisis. El método
implica una separacion por electrofosesapilar basada en la longitud de
amplicones marcados fluorescenterseriistos amplicones se obtienen a
partir de la amplificacion despacio intergénico (IT$naternal transcribed
spacej dentro del operén que codificarpael ARN ribosomal (rARN). En
particular, el fragmento analizadmrresponde a aquel espacio entre los
genes que codifican para la subudigeequena (16S) grande (23S) del
mismo (Fisher and Triplett 1999). Eséspacio intergénico 16S-23S se
caracteriza por ser heterogéneo tants@rsecuencia como en la longitud
del mismo. Esta heterogeneidad sbe&jgrincipalmente, a la presencia (en
bacterias Gram (-)) o ausencia (en baas Gram (+)) de secuencias que
codifican para ARN de transferengitARN) en esta region intergénica
(Liao 2000). Estos dos tipos de variacioa.secuencia y longitud) hacen a
este espacio intergénico una regiomynatil para la tipificacion de cepas y
separacion entre especies bacterias@sanas entre si en aquellos casos
donde la secuencia del gen ribosort6S rARN no permite suficiente

resolucion (Scheinedt al. 1996).

En el caso de la técnica de DGGE, el método se basa en la
separacion de fragmentos de ADN cugagitud es similar pero que
difieren en su secuencia. Esta iéanconsiste en amplificar una region
especifica del gen que codifica péesubunidad pequei{a6S) del ARN
ribosomal a partir del ADN ambital. Luego estos fragmentos son
separados de acuerdo apsunto de desnaturalizaciomélting poin} en un
gel de poliacrilamida que posee un geate desnaturalizante generado a
partir de una concentracion adecuad@aformamida y urea. Ademas, esta
técnica permite la escision dgl de las bandas de interés.(aquellas que

distinguen a la comunidad) y su pagie identificacion a través de su

12



Capitulo |

secuenciacion (Muyzer et al. 1993; Muyzer y Smalla 1998). Esta
metodologia tiene el potencial de dededdiferencias en el comportamiento
de desnaturalizaciéon de pequefogymantos de ADN cuyas secuencias
difieren, en teoria, en apenas un pabadses. En consecuencia, esta técnica
ha resultado particularmente util padeaidentificacion de los miembros

dominantes en la comunidad (Lindstrom y Leskinen 2002).

Sin embargo, dado que son té@ad moleculares basadas en la
extraccion del ADN total de la comundig su posterior amplificacién por
Reaccion en Cadena deRalimerasa (PCRPolymerase Chain Reactipn
tanto la técnica de ARISA como te DGGE estan sujetas a los errores
sistematicos introducidos por esfm®cedimientos (Suzuki y Giovannoni
1996; Wintzingerodet al. 1997; Crosby y Criddle 2003).

En el caso de los perfiles obtenidogartir de la técnica de ARISA,
Fisher y Triplett (1999) han conctlo que las relaciones entre el nUmero
de fragmentos en el perfil y la diveradtlabsoluta de la comunidad que el
perfil representa debe ser realizada cautela. Estos autores sefialan que,
por un lado, la existencide solapamiento en la longitud del espacio
intergénico entre organismos neelacionados puede llevar a una
subestimacion de la diversidad nti@s que, por otro lado, un mismo
organismo puede estar aportandosnde una sefial al perfil como
consecuencia de diferencias en las s de los espacios intergénicos

de las distintas copias del oper dentro de un mismo genoma.

En relacion a la técnica de DGGEg estima que esta técnica puede
detectar entre 1-2% de las especi¢slés que conforman la comunidad, es
decir, solo las especies dominantes (MacNaugétad, 1999). Ademas,
los distintos fragmentos de ADN quikfieren en su secuencia pueden
presentar caracteristicas similare®® movilidad dentro del gel de

poliacrilamida. En consecuencia, fragmos diferentes migran juntos,
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dificultando la diferenciacion (Gelsona et al. 1999). Por otro lado, una
misma especie puede llegar a generas d&una sefal en el perfil como
consecuencia de la existencia deltiples copias del gen 16S rARN que
difieren ligeramente esus secuencias (Gelsomiabal. op. cit; Niemi et
al. 2001).

Otro factor a tener en cuentarabmento de la utilizacion de estas
técnicas esta relacionado con el postesinalisis de los perfiles obtenidos.
indices de similitud de diversosptis (cuantitativos, semicuantitativos y
basados en datos de presenciseagia) son utilizados de manera
generalizada para evaluar cuantitativatedas similitudes entre diferentes
comunidades (Fisher y Triplett 1999ewson y Fuhrman 2004; Yannarell
y Triplett 2005). Dadas las caracteristicas de los distintos coeficientes
utilizados (referirse a Legendeye Legendre 1998 para una exhaustiva
descripcion de los mismos), lossudtados obtenidos a partir de la
aplicacion de estos indices estar@viamente, influenciados por el
namero de unidades taxondmicas operativas (@pedrational taxonomic
units) definidas para cada técnica, las esah su vez, dependen de factores
tales como el limite de deteccidon dddanica utilizada y las caracteristicas
particulares del fragmento amplificadén consecuencia, distintos tipos de
transformaciones de los datos ecatdgi pueden producdiscrepancia en
las conclusiones a las que se arribg.(conclusiones basadas en datos de
presencia-ausencia de especies lvsndancia de especies) (Clarke y Green
1988; Clarke y Ainsworth 1993).

En funcién de lo mencionado hastqui en lo referido a las fuentes
de variabilidad inherentes a estastodologias, cabe mencionar que son
muy pocos los trabajos que han abordado empiricamente estudios
comparativos de distintas técnicas (Di&fzal 2001; Casamayoet al.

2002). En consecuencia, el objetivo getsente capitulo es utilizar como
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modelo a un set de lagunas pampeacasacterizadas por diferentes
estados de equilibrio alternativeefisuSchefferet al1993) para comparar
los perfiles genéticos obtenidos a pattrdos técnicas diferentes como son
la técnica de ARISA y DGGE. Las prentas subyacentes en este analisis
son (i) si resultan comparables losukados obtenidos por ambas técnicas
y, (ii) dada la difereria en poder de resolucionrgdico de ambas, interesa

analizar cual es el grado de cdempentariedad de estas dos técnicas.

El significado ecologico de los rdsados obtenidos sera analizado y

discutido en el Capitulo Il de esta tesis.
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MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del muestreo

El estudio se llevé a cabo durante periodo de 13 meses, desde el
mes de marzo de 2008 hasta el mealdd de 2009, inclusive. Se tomaron
muestras en las 6 lagurndes la region mencionadas en el apartado “Area de
Estudio” (.e. Chascomus, San Jorge, Larpia, Lacombe, El Triunfo y
Kakel Huincul), con una frecuenciantensual. En cada sitio y fecha se
obtuvieron muestras subsuperficialesadpia utilizando botellas plasticas
de 10 L que, previamente, fuerorvdalas con acido clorhidrico diluido
(2%), luego con sucesivos enjuaguds agua destilada, y finalmente,
enjuagadas situ con agua de cada laguna.d ez tomadas las muestras,
las botellas fueron mantenidas denti® contenedores refrigerados y en
oscuridad hasta su procesamient@klaboratorio, aproximadamente entre

2 a 4 horas posteriores a su recoleccion.

Tratamiento de las muestras bioldqgicas

Las muestras biologicas fueron pltedidas secuencialmente a través
de una malla de nylon de 50 um dmé&dio de poro vy, luego, a traves de
una malla de nylon de 20 uym dent&io de poro (ambas enjuagadas
cuidadosamente con agua MiliQ) confiel de eliminar las particulas y
protistas de mayor tamafno. Depemdie del tipo de lagunduego de esta
prefiltracion se filtraron con bombde vacio entre 100 mL (lagunas
turbias) y 1000 mL (lagunas claras) demiestra a través de filtros de
policarbonato (Millipore) de 3 pum dporosidad. El eluido recolectado
luego de esta filtracion fue, finalnten filtrado a través de filtros de
policarbonato (Millipore) de 0,2 uprde porosidad. Ambos filtros fueron
colocados separadamente en tubpgedorff previamente esterilizados y

dichos tubos fueron almacenados8Q°C hasta su posterior utilizacion.
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Para este trabajo Unicamente saliz6 la extraccion de ADN y posterior

analisis del material retenido en los filtros de 0,2 um de porosidad.

Protocolo de extraccion de ADN

El proceso de extraccion del madé genético comenzo con la
adicion al filtro de la solucién désis CTAB a 60°C y su posterior
incubacién a 60°C por 30 minutos. Lueg® la incubacion, se adicion6 a
los lisatos una solucion de cloroforrgaalcohol isoamilico y los tubos se
centrifugaron a maxima velocidador 10 minutos. La fase acuosa
(sobrenadante) se transfirié a otmgpendorff esteril y se repitié el lavado
con la solucién alcohodlica mencionada. Luego de recufsefase acuosa,
se adicionoé igual volumen de isopropay las muestras fueron incubadas
durante 1 hora a 4°C con el fin geecipitar el ADN extraido. Luego de
esta incubacién, las muestras fiwrercentrifugadas a maxima velocidad
durante 30 minutos. Finalmente, @tllet obtenido fue lavado con una
solucion de etanol fria, fue secagel ADN fue resuspendido en solucion
reguladora TE 1 X. Los extractos oltiss se almacenaron a -80°C hasta

Su posterior analisis.

Obtencidon del perfil geético de la comunidad bacteriana por el

método de DGGE (Electroforesis en Gk Gradiente Desnaturalizante)

Amplificacion por PCR de losdgmentos correspondientes al gen
16S rARN

Para este analisis se utilizd 1 el extracto del material genético
como molde para la amplificacioba reaccion de PCR se llevo a cabo en
un volumen final de readm de 50 pL. La composén de la mezcla de

reaccion fue: solucion reguladora una concentracion final de 1X
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(Promega), 1,5 mM de Mg&l 50 pM de cada uno de los
desoxirribonucleotidos (Invitrogen)0,5 UM de cada uno de los
oligonucledtidos GC-358f (CGCCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC
CCG CCG CCC CCG CCC G -CCT ACG GGA GGC AGC AG) y 907rM
(CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT)y 1,25U de la enzymdaq

polimerasa platinum (Invitrogen)Utilizando estos oligonucleétidos
especificos, este analisis se restringe al dominio BaciteriAichea queda

excluido).

La secuencia del termocicladose inici6 con un paso de
precalentamiento por 5 minutos #¥°C, seguido por 10 ciclos que
consistieron en: desnaturalizaci@ 94°C por 1 minuto; hibridizacion
(annealing a 65°C por 1 minuto y elongacion a 72°C por 3 minutos.
Durante estos 10 ciclos, la temperatura de hibridizacion disminuy6 en 1°C
por ciclo hasta que se alcanz¢ tlmperatura final de 56°C (ciclos
touchdown. Luego de estos 10 ciclasuchdown se realizaron 25 ciclos
mAas que consistieron en: desmatizacion a 94°C por 1 minuto;
hibridizacion éGnnealing a 55°C por 1 minuto y elongacién a 72°C por 3
minutos. Finalmente, se realizo uwloifinal de elongacion a 72°C por 10

minutos.

El producto de PCR obtenido fueadimado en un gel de agarosa al
1% y cuantificado por comparacién cam marcador estandar de corrida de

bajo peso molecular (100 bp).

Condiciones electroforéticas

Los fragmentos obtenidos pdPCR fueron analizados en un
gradiente entre 40% y 80% de desratmacion, de acuerdo a lo descripto
previamente para comunidades bacterianas (Mwtzalt 1997; Schauest

al. 2003). La electroforesis se llevo aoaen un gel de poliacrilamida al
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6%, sumergido en la solucion regidea TAE a una concentracién final de
1X y a una temperatura de 60°C.sgenbro en cada calle del gel entre 500
a 800 ng del producto de amplificacion lds muestras ambientales y la
corrida se llevo a cabo a 100 voltiosirante 16 horas. Luego de la
electroforesis, los geles fueron tefiqms 45 minutos con el fluorocromo
especifico de acidos nucléicoyb®rGold (Molecular Probes) y fueron
visualizados bajo luz ultravioletailizando un transiluminador convertible
de luz dual acoplado al software FO/Analyst PC Image Application
(PhotodyneNew Berlin, EEUU)

Las imagenes digitalizadas deslgeles fueron analizadas con el
software TotalLab 100 (Nonlinear yDamics). Este software genera
perfiles de densidad en cada callged& bandas y calcula la contribucién
relativa de cada banda respecto dedaal total de Iaxalle. Las bandas
ubicadas en la misma posicién emel fueron detectadas automaticamente
por el software y posteriormente sealizd la inspeccion visual del
alineamiento de bandas de manetad&acorregir algun error que pudiera

haberse cometido con el alineamiento automatico.

Una vez finalizado el analisis das imagenes, se generaron dos
matrices, una basada en la pressfatisencia de bandas en cada calle
(matriz cualitativa) y otra basada &nintensidad fdativa de bandas.é€.
intensidad de cada banda comparada la intensidad tal de la calle
correspondiente) (matriz cuantitativa).t&s dos matrices se exportaron a
una planilla de EXCEL (Microsoft)para continuar con el analisis

numeéerico.
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Obtencion del perfil geético de la comunidad bacteriana por el

método de ARISA (Andlisis Autnatizado del Espacio Intergénico

Ribosomal)

Amplificacion por PCR de logragmentos correspondientes al

espacio intergenénico 16S-23S del operén rADN

En este caso, se utilizaron 5 del ADN extraido como molde para
la amplificacion. La reaccion de PG llevo a cabo ean volumen final
de reaccion de 50 pL. La composéide la mezcla de reacciéon fue:
solucion reguladora a una concentradidal de 1X (Invitrogen), 2,5 mM
de MgCh, 300 pg mif de BSA, 200 pM de cada uno de los
desoxirribonucleotidos (Invitrogen)0,4 uM de cada uno de los
oligonucleodtidos 16S-1406F (TGY ACCAC CGC CCG T) y 23Sr-130R
(GGG TTB CCC CAT TCR G). Ereste caso el cebadéorward se
sintetiz0 unido en su sitio 5 al marcador fluorescente 6-
carboxifluoresceina (6-FAM). Finaknte, 2,5U de la enzym&aq
polimerasa platinum (Invitrogen) compdela mezcla de reaccion. En este
caso también los oligonucleétidosesultan especificos del dominio
Bacteria, en consecuencia, el grupelfga también quedod excluido de este
analisis.

La secuencia del termocicladose inici6 con un paso de
precalentamiento por 2 minutos ®°C, seguido por 30 ciclos que
consistieron en: desnaturalizacion a 94°C por 35 segundos; hibridizacion
(annealing a 55°C por 45 segundos y elongacion a 72°C por 2 minutos.

Finalmente, se realiz6 un ciclo final de elongacion a 72°C por 2 minutos.

El producto de PCR obtenido fyeirificado utilizando el kit Pure-
Link (Invitrogen) y luego fue analid® en un gel de agarosa al 1,5% y
cuantificado por comparacion con un gedor estandar dmrrida de bajo

peso molecular (100 bp).

20



Capitulo |

Condiciones de corrida de la electroforesis capilar

En base a la cuantificacion del producto de amplificacion obtenido,
se realizaron diluciones adecuadas denfotal de prepardas mezclas de
corrida con una cantidad estandarizddgroducto de PCR. Dicha mezcla
estuvo compuesta por 5 ng del produd® amplificacion, 0,2 uL del
marcador estandar interno de cdariGS 1200 LIZ (GeneScan- Applied
Biosystems) y 13,8 puL de formaha demonizada. Esta mezcla se
desnaturalizé a 94°C por 2 minutos edw fue colocada en hielo hasta su
analisis.

Luego de la desnaturalizacidos fragmentos obtenidos fueron
discriminados utilizando el analidar genético ABI 3730xI cuyos capilares
contenian al polimero POP-7 (Amu Biosystems). Las sefales
fluorescentes detectadas por ejui@o fueron traducidas a diagramas
denominadoglectroferogramasos cuales estan conformados por una serie
de picos alineados que representaraaath de los fragmentos presentes en
la muestra y cuya longitud est@stimada por comparacién con los
fragmentos del marcador interno derma. Estos electroferogramas fueron
analizados con el software Peak 18t 1.0 (Applied Blosystems) el cual
permite calcular la altura y ehrea de cada pico, los cuales son

proporcionales a la cantidad ABN presente en el fragmento.

Andlisis de los electroferogramas

Luego de la inspeccion visualdg la correccion manual de cada uno
de los electroferogramas, lasnatrices generadas para cada
electroferograma por el softwaredk Scanner fueron exportadas a una
planilla de EXCEL (Microsoft) paraontinuar con el analisis de los

perfiles.
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Los oligonucledtidos utilizados eeste estudio, ademas del ITS,
amplifican ~352 bp extras que c@apenden a la porcion 3’ del gen 16S
rADN y 5 del gen 23S rADN Kigura 1.1). En consecuencia, solo los
fragmentos cuyo tamafio osciloten350bp y 1200bp fueron incluidos en
el andlisis (Fisher y Triplett 1999). Ademas, se opt0 por un criterio
conservativo para deternainel limite de detecciode la sefial: la altura
minima considerada para discriminatrersefial y ruido fue establecida en

50 unidades de fluorescenciaR){Yannarell y Triplett 2005).

e T /T
341 926
— <«
D [] Gen 16S rARN LS Gen 23S rARN [] u
1320 131
L 1 L 1
222 bp 130 bp

Figura 1.1: Ubicacion de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo en el
operdén rARN. La numeracién en la parte superior indica la posicion inicial y final de
cada gen de acuerdo a la numeracion utilizada eoli. En rojo se indica la posicion
deannealingde los cebadores utilizados en la técnica de ARISA y la cantidad extra de
pares de bases (bp) de cada gen amplificado. En gris se indica la posandealng

y el tamafio del amplicon generado por amplificacion con el protocolo de DGGE.

Una vez eliminados los picos questuvieran fuera del rango de
tamarfo considerado o queya altura resulté menor a 50 UF, se procedi6 a
la normalizacidon de las sefiales enecado de los electroferogramas para
eliminar las variaciones en la detion de la sefal entre muestras
diferentes y permitir la comparacion entas mismas. Para ello, se dividié
la altura y el area de cada pico pointensidad total de fluorescencia (en
UF) del perfil {.e.la suma total de fluorescenaaile todas las alturas por un

lado y la suma total de fluorescenciaalr por otro). De esta manera, los
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valores de altura de los picos ydtea de los mismos quedaron expresados
como proporcion relativa de la séftatal en cada perfil (Yannarell y
Triplett 2005).

Para minimizar el impacto relativie los picos mas pequefios en el
analisis se procedio de la siguiem@nera: para cada perfil se ordeno de
menor a mayor las alturas normalizadiaslos picos. Una vez ordenados,
se eliminaron en orden crecientelds aquellos picos pequefios que, en
conjunto, representaban un valor menor o igual a un 10% de la

fluorescencia total del perfil.

Finalmente, para eliminar las jpmecisiones entre muestras en la
asignacion de la longitud de los fragmtos, se alinearon los perfiles y se
asign6 cada fragmento a un rangotamaro (ventana) de forma manual
(proceso denominadmanual binning (Schwalbachet al. 2005). Para la
determinacion del rango damafio se utilizé el criterio de “ventana fija”
(Fisher y Triplett 1999; Hewson y Fuhan 2004) y se utilizé un tamafo de
ventanalfin sizg de 1- 2 bp para aquellagmentos < 1000 bp y de 3-5
bp para fragmentos >1000 bp.

Una vez finalizados estos procedint@s, se generaron dos matrices,
una basada en la presencia-ausenclagidistintos fragmentos en todas las
muestras analizadas (matriz cualitatiyaptra basada en la fluorescencia
relativa del area de los fragmentos (rzatuantitativa). Estas tres matrices
se exportaron a una planilla de EXCRBUicrosoft) para continuar con el

analisis numérico.

23



Capitulo |

Definicion de las Unidades Taxonomicas Operativas (OTU)

El perfil genético de la comuhad obtenido a partir de DGGE
consistio en un patron de bandas dande cada banda fue considerada
como una unidad taxonomica operativa ({). Cada una de estas OTU fue
considerada como un sucedaneo decadpo filogenéticamente coherente

y predominante de organismos presentes en el sistema.

Por otro lado, el perfil genétiaabtenido a partir del método ARISA
consistio en patrones complejos de picos en donde cada pico del
electroferograma fue definido comma OTU. En este caso, cada OTU
representa, como minimana cepa bacteriana peede en el ensamble
original (Fisher y Triplett 1999).

Andlisis numérico de los datos

Se realizé un ANOVA de dos factor@actor Sitio y factor Técnica)
para comparar la relacion entnaeidades taxondmicas operativas (OTU)

determinadas a partir de cada técnica.

Para analizar el efecto de la w#cion de distintos tipos de indices
en el andlisis de datos molecularss, estimaron dos tipos de indices de
similitud (cualitativo y cuantitativo) a partir de las matrices

correspondientes obtenidas por cada técnica.

Dado que, desde el punto de visteoldgico, la ausencia de una
especie en dos sitios no aporta mfacion ya que lanisma puede estar
ausente debido a que diversos motivics (imitaciones en la dispersion,
ambos sitios constituyen un nicho cugasacteristicas estan por debajo de
su optimo de desarrollo, 0 ambos sitestan por encima de su 6ptimo, o

uno esta por encima y otro por debéjoviceversa), etc.) se optd por la
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utilizacion de indices de similitud asiméts, es decir, indices que tratan a

la doble ausencia de manera Bfgte al resto de los valores.

Como indice cualitativo (basado enntetriz de presencia-ausencia)
se estimo el coeficientde similitud de Jaccard (Y (Legendre y Legendre
1998) de acuerdo a la siguiente formula:

a

S(HOALx2) = m

donde a corresponde al numero de OTUe( bandas para DGGE;
fragmentos para ARISA) compilas por el sitio 1 y 2h corresponde al
numero de OTU presentes en la mwedtry ausentes en la muestra 2 y
corresponde al numero de OTU preserteda muestra 2 y ausentes en la

muestra 1.

Como indice cuantitativo (basado en las matrices de intensidades
relativas) se estimo el coeficiente sieilitud de Bray-Curtis (Legendre y

Legendreop. cit) de acuerdo a la siguiente féormula:

S(b)(xL, x2) = I32-|-AC

dondeA corresponde a la suma de las intensidades relativas minimas entre
todas las OTU compartidas por el sitio 1 y 2 mientras Bug C
corresponde a la suma de intensidadelstotal de OTU presentes en el

sitio 1 y 2, respectivamente.

De acuerdo con esto, se obtuvierontatal de cuatro matrices de
similitud (2 tipos de datos x 2 técas) de tamafio 3030: matriz “Cuali
ARISA”; matriz “Cuali DGGE”, matriz‘Cuanti ARISA” y matriz “Cuanti
DGGE":

Para poner a prueba la Hipoteslsla de “no concordancia entre

ambas técnicas” se realiz0 la camgrion de las matrices de similitud
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utilizando el test de Mantel basado ehcoeficiente de correlacion de
Spearman rg) (Legendre y Legendre, 1998)as cuatro matrices que
resumen las relaciones en la estructleda composicion de la comunidad
bacteriana entre las distintas muas, fueron comparadas utilizando el
coeficiente de correlacion de Speamyeel resultado de las comparaciones
fue sintetizado en udusterbasado en dicho indice y utilizando el método

de enlace simple como algoritmo de unién.

Finalmente, para analizar lalaeibn en la estructura de la
composicion de la comunidad bacteriamdre sitios, se calculé para cada
una de las cuatro matrices anterioedgpromedio de similitud por sitio.
Luego de esta transformacion, lastmeas originales fueron reducidas a
cuatro matrices de tamafo 5 x 5cgn cada una de ellas se realizdé un
analisis de agrupamientolstel) basados en dicho promedio y utilizando
en todos los casos el método UPGM#Weighted pair- group average

linkage como algoritmo de enlace.

Tanto los analisis deluster como los tests de Mantel fueron
realizados con el programa XLStgaddinSoft SARL) mientras que el
analisis de ANOVA se realiz6 con phquete estadistico provisto en el

software SigmaPlot 11.0 (Systat inc.).

26



Capitulo |

RESULTADOS

Para poder realizar la comparaciéntre las matrices generadas a
partir de ambas metodologias se eliminaron de este andlisis aquellas
muestras cuya amplificacion resultd negativa en uno u otro analisis. En
consecuencia, de un total de 41 nsssobtenidas, 11 fueron eliminadas.
Entre estas 11, 7 correspondieron alestteo de la laguna La Limpia
(turbia inorganica) cuyo material geie® no se logréo amplificar a partir

del protocolo de amplificacion para ARISA.

El ANOVA de dos factores realizasgm base al nUmero de unidades
taxondmicas operativas detectadas (Qirdico diferencias significativas
entre ambas técnicasifhas 0,355, Recnica <0,001, Rieraccis= 0,411). En
términos generales, el nimero delWdetectado por el método de ARISA

resulté mayor que el detectado por la técnica de DG 1.2).

80

EE Nro. OTUDGGE T
[ Nro. OTU ARISA _

60 -

40 ~ 1

NUmero de OTU detectados

20 A

CH SJ LAC KH TRI

Figura 1.2: Comparacién en el nimero de unidades taxondémicas operativas

(OTU) detectadas por ambas técnicas en cada sitio.
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Los analisis delusterrealizados a partir des valores promedios de
similitud entre sitios (matrices de 5x&Yyidenciaron un efecto del tipo de
técnica utilizada sobre el ordenamiemte los mismos. Sin embargo, al
analizar cada técnica por separado,se observa un efecto del tipo de

indice utilizado sobre la relacion entre los sitieiggra 1.3 a-d)

DGGE ARISA

R —— TRI

KH LAC

LAC KH

SJ CH

CH SJ

O‘.8 O‘.G 0‘.4 o‘.z 0 1 o‘.s 016 014 o‘.z 0
Similitud promedio (Jaccard) Similitud prom edio (Jaccard)

DGGE d ARISA

TRI

KH

LAC

SJ

CH

TRI

LAC

KH

CH

SJ

08 06 0.4 0.2
Similitud promedio (Bray-Curtis)

0.8 0.6 04 02
Similitud promedio (Bray-Curtis)

Figura 1.3: Clasificacion de los 5 sitios basados en el analistdudter
realizados a partir de las matrices de similitud promedio para cada sitio obtenidas a

partir de un indice cualitativo (Jaccard) y otro semicuantitativo (Bray-Curtis)
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En la Tabla 1.1 se indican los coeficdes de correlacion de
Spearmanrg) obtenidos en la comparacion de las distintas matrices de
similitud obtenidas a partir de Iqeerfiles genéticos generados por cada
técnica (matrices de 30 x 30). En todos los casos, las correlaciones

resultaron significativas (p< 0,0001).

Matriz Cuali ARISA Cuanti ARISA Cuali DGGE Cuanti DGGE
Cuali ARISA 1,00
Cuanti ARISA 0,84 1,00
Cuali DGGE 0,26 0,29 1,00
Cuanti DGGE 0,21 0,23 0,94 1,00

Tabla 1.1: Valores de los coeficientes de correlacion obtenidos a partir de los
distintos tests de Mantel realizados. Los mismos se basaron en el indice de correlacion
de Pearson (). En todos los casos, las correlaciones resultaron significativas (p
<0,0001).

Sin embargo, la estructura de betos tendio a ser mas similar entre
datos generados por ungmio tipo de técnica (independientemente del tipo

de dato utilizado) que entre técnicas difererfggufa 1.4).
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Cuanti ARISA

Cuali ARISA

Cuanti DGGE

L]

Cuali DGGE

1 0.8 0.6 04 0.2 0

Coeficiente de correlacién de Spearman

Figura 1.4: Analisis declustercomparando los set de datos generados a partir
de ambas técnicas. Los nodos del arbol se basan en los resultados de los tests de Mantel
realizados. Las ramas representan a cada una de las matrices de similitud generadas a

partir de los tres tipos de datos utilizados (cualitativos y cuantitativos).

Los resultados presentados hasta agidencian que, si bien existen
diferencias en la estructu de los datos generada por ambas técnicas, el
peso de dichas diferaas no resultan lo suficientemente significativas
como para rechazar la Hipodtesis Nyk que, en términogenerales, la
estructura de los datos generadpsr ambas técnicas resultaron

consistentes entre si.
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DISCUSION

Como se mencionara en la intredion de este capitulo, existe una
serie de dificultades e incertidumbre lemque respecta a los procesos que
unen a la estructura de la comunidaicrobiana en su ambiente natural
con la caracterizacion de la mismas&dda en aspectos moleculares del
ensamble. Hoy en dia sigue siendoteima de debate hasta qué punto la
variabilidad metodoldgica altera el aspo real de la comunidad en la
naturaleza. Estas dificultades e inchrthbre se pueden categorizar dentro
de dos grandes grupos: i- la relevianecologica de las distintas unidades
taxondmicas definidas en cada técnyca- el uso de datos cuantitativos
(i.e. intensidad relativa) versus datos cualitativigs. presencia - ausencia)

generados a partir de estas técnicas.

En lo que respecta a ARISA, esé&nica no aporta ningun tipo de
informacion filogenética sobre la camdad bacteriana, por lo tanto,
resulta dificultoso determinar laelevancia ecologica de los cambios
observados en las unidades taxonOmaescriptas Unicamente a partir de
perfiles de ARISA. La respuesta defiva a esta cuestion depende, en
dltima instancia, de la habilidade estas unidades taxonomicas en
distinguir especies diferentes y, a@r, si son las especies las unidades

ecoldgicas las que responden al cambio ambiental.

En este sentido, la técnica de DG@Eesenta la ventaja de que las
bandas pueden ser secuenciadasiittaxdo el monitoreo de filotipos
particulares en el ensamble natu&lembargo, estas secuencias obtenidas
representan menos de un tercio deigitud total de la secuencia del gen
16S rARN y su calidad no siempre @&stima, factores que dificultan la
resolucion filogenética de la técnidaor ejemplo, para el set de lagunas
seleccionadas para este trabajo se escindieron aproximadamente 200

bandas a partir de las cuales no fueilpgesobtener secuencias de calidad
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adecuada para ser comparadas leobbase de datos del BLASB4dsic
Local Alignment Search TQqol Limitaciones de este tipo han sido
reportadas en ambientestrexnadamente diversa®mo suelos y tapetes
microbianos (Ferris y Ward 1997; Muyzet al1998). Por otro lado, el
problema de la co-migracion de bangas presencia de copias mdultiples
del operén en un mismo genoma impoéra limitacion metodolégica a la

determinacion de la rigueza bagana en el ambiente.

Sin embargo, a pesar de todas ®slificultades y de las diferencias
metodoldgicas entre ambas técnicas, &dpageneral de lastructura de la
comunidad bacteriana descripto avés de ambas metodologias resulto
razonablemente similar. Estesuv#tado concuerda con los resultados
obtenidos por Diez y colaboradores (2001), quienes compararon perfiles
genéticos de ensamblesturales de picoeucariotas obtenidos a partir de
DGGE y T-RFLP, y con los resultadae Casamayor y colaboradores
(2002), quienes compararon ensamlidesarcheabacterias, eubacterias y
picoeucariontes en un gradiente de sadid. Para el caso particular de las
eubacterias, Casamayor y colaboradoogs €it) compararon la estructura
de esta comunidad utilizando tresofoicolos diferentes de DGGE vy la
técnica de RISA (version no automatizada del ARISA donde la deteccion
de los fragmentos del ITS se realizaavés de una corrida electroforética
en un gel de poliacrilamida (Bomman y Triplett 1997). Estos autores
concluyeron que, independientementé mtetocolo o técnica utilizada, la
estructura general del ensamblensantuvo. En concdancia con estos
autores, la variabilidad observada les set de datos obtenidos en este
estudio estaria asociada a los difezentiveles de resolucion genética que
cada una de estas técnicas posee yesta sentido, resulta interesante

analizar el significado dedaiferencias observadas.
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En este trabajo, los resultados dedhstersbasados en DGGE han
puesto de manifiesto de manera rolasa las diferencias limnologicas mas

evidentes entre las lagunas.

El hecho de que la técnica cugesolucion esta sesgada hacia los
taxones dominantes refleje de manera marcada las diferencias entre los
distintos ambientes podria explicarse través de los conceptos de
Magurran y Henderson (2003) en retacia la distribucién de abundancia
entre las especies presentes en coraunidad. Segun estos autores, las
comunidades ecoldgicas pueden seagara&n dos componentes: aquellas
especies mas abundantes y frecuentes (especies nuctge speciesy
aquellas menos abundantes y muy godrecuentes (especies raras u

ocasionales).

En relacion a la comunidad badana, los taxones mas abundantes
(core taxg estan bien adaptados a su amlte, llevan a cabo la mayoria de
las funciones del ecosistema, crecaivamente y sufren mayores pérdidas
por predacién o lisis viral, mientrgsie los taxones menos representados se
caracterizan por un cregiento extremadamentedento, presencia
esporadica en ambientes liamtes para su desarrollo y ausencia de control
por predacion o lisis viral (Pedrédid 2006). De acuerdo con esto, las
diferencias mas marcadas entre lobi@mes fueron evidenciadas a partir
de la técnica de DGGE ya que lasmia sélo detecta aquellas entidades
mas abundantes que son, en Ultimaaimsig, las entidades que determinan
la tendencia en la fermjia de la comunidad. Por otro lado, el patrén
obtenido a partir de ARISA pone de mifeesto la presencia de aquellas
entidades raras u ocasionales laslesi bajo condiciones ambientales
particulares pueden, eventualmemezsmplazar al grupo nucleo de taxones

existente (Magurran y hhelerson 2003, Pedrés-Alap.cit).
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El otro punto de conflicto en latilizacion de las técnicas de huella
genética se relaciona conuso de los datos cuantitativos para describir el
patron general de abund#@nade estos organismos. Existen numerosos
ejemplos en la literaturgue documentan qua aplicacion de la técnica de
PCR en muestras heterogéneasm@ aquellas queresultan de la
extraccion de ADN total de una mues@mmbiental) puede modificar la
proporcion del producto respecto a su proporcion original (Suzuki y
Giovannoni 1996; Polz y Cavanaugh 1998; Surtkil. 1998) influyendo,
asi, sobre la determinaéci de la abundancia natuide organismos en la
muestra (Farrellyet al1995). De acuerdo con esto, muchos autores han
optado por una aproximacidon mas conservativa e indices tales como el
coeficiente de similitud de Jaccardde Sgrensen han sido ampliamente
utilizados para evaluar lsimilitud entre comunidade®.g. Murray et al.
1996, 1998; Liuet al. 1997; Lindstrom 1998; Schwalbaet al. 2005;
Hewsonet al. 2006 a y b). Sin embargo, Magdrt y colaboradores (2002)
encontraron que la utilizacibn ddatos cualitativos puede llegar a
enmascarar la relacion que existaehbs perfiles genétis y las variables
ambientales explicativas. Por otdado, Yannarell y Triplett (2005)
pusieron en evidencia la influenaasproporcionada que ejercen aquellas
OTU cuya seial apenas solasp el limite de deteccion.g. menos
abundantes) cuando se utilizan coefi@snbasados en datos de presencia-

ausencia.

Es util recordar en este punto daeutilizacion de estos indices de
similitud tiene por objetivo evaluar kdiversidad beta o diversidad entre
habitats, es decir, el grado de ¢am bidtico a través de gradientes
ambientales (Whittaker, 1972). La pripal ventaja de los indices es que
resumen una gran cantidad de infaoidn en un solo valor y nos permiten
hacer comparaciones rapidas y sujetamprobacion edéstica entre la

diversidad de distintos habitats odi@ersidad de un mismo habitat a través
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del tiempo. El andlisis del valade importancia de las especids.(
utilizacion de datos cuantitativos) petanidentificar aquellos grupos.€.
especies u OTU, en este caso) que qaolescasa repregatividad en la
comunidad son mas sensibles a lasuype#aciones ambientales. En el caso
particular de la comunidad bacteriaebhecho de identificar un cambio en

la diversidad, ya sea en el numete OTU, en la distribucion de la
abundancia de los mismos o en su dominancia seria un indicio de procesos

empobrecedores de la diversidad del sistema (Magurran, 1988).

Los altos coeficientes de correlaei obtenidos en este trabajo al
comparar de manera cualitativa cpantitativa el mismo set de datos
evidenciaron que, independientemedt# tratamiento matematico de los
datos, se detectd un patrén biologiconéo y constante, a partir de ambas
metodologias. Dado que los indices en si mismos no son mas que
herramientas matematicas para déscry comparar, en este caso, la
diversidad de OTU, resultaria unar@amacion recomendable realizar el
analisis de datos basado en dissntaansformaciones de los mismos de
forma tal de comparar los resultadogoder discernir sobre el modelo mas
apropiado a utilizar. Ademas, estaetodologia permitiria evidenciar
aquellos patrones comunes en la wedtra de los datos, los cuales

constituirian una solucion robusta al problema planteado.

De lo expuesto hasta aqui se daye que ambas técnicas resultan
consistentes y proveen una aproximacrazonable para el estudio de las
variaciones ecoldgicamente relevanteslaleomunidad bacteriana de las
lagunas de la Region Pampeana. Mas, la utilizacion en conjunto de
ambas metodologias permitid6 abordamé&mo problema en dos niveles de
analisis complementario de formad e poner de manifiesto tanto las

caracteristicas mas consmsude la estructura de la comunidad asi como
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también aquellos detalles en su @msicion obteniendo, de esta manera,

una descripcion mas acabada de los sistemas.
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INTRODUCCION
Uno de los objetivos fundamental#s la ecologia es comprender los

patrones de distribucion espacial ynjeoral de los organismos como punto
de partida para poder inferiolsre los mecanismos subyacentes que
generan y mantienen la biodiversid@sreen y Bohannan 2006). En este
sentido, la busqueda gatrones en la distribum de los microorganismos
se ha convertido en un objetivo prid@ dentro de la ciencia de la
ecologia microbiana (Van der Guatit al 2007). En particular, entender
los factores determinantes de lpatrones de distribucion bacterianos
resulta de singular importaia dada la gran divedad del grupo, su rol
fundamental en diversos procesos @antales que sustentan la vida sobre
la Tierra y su gran imptancia dentro de las ciencias aplicadas en areas
tales como la biorremediacion (ded@a&ion bioldégica de contaminantes) y
la bioprospeccion (busqueda de vmo® compuestos bioquimicos con

aplicaciones médicas e industriales) (Horner-Degirad. 2004).

Actualmente, existe un debatmtensivo en cuanto a si las
comunidades microbianas compartgatrones de distribucion y de
diversidad similares a aquellos degts para macroorganismos. La
hipdtesis tradicional entre los microbidlogos supone ubicuidad de los
microorganismos €verything is everywhere but environment selects’-
Baas-Becking 1934). Los argumentos mié&ados a favor de esta hipotesis
se basan en las altasuadancias locales sostenidas por estas poblaciones,
su rapida proliferacion, sus altas s dispersion y la baja probabilidad
de extincion a nivel local debido a laepencia de estadios de resistencia
(Finlay y Clarke 1999; Curtist al. 2002; Torsviket al. 2002; Fenchel y
Finlay 2004).

Sin embargo, un creciente numete trabajos, que abarcan desde

comunidades bacterianas a pequeffetazoos, ponen en evidencia la
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existencia de patrones biogeograficogaados e, inclusive, la existencia
de aislamiento geografico en ¢m@s taxones microbianos (Dolan 2005;
Foissner 2006 Green y Bohannan 2006; Martiret al. 2006; Van der
Guchtet al.2007).

De esta yuxtaposicion de ideasle observaciones se desprende que
la interpretacion de los datos biogedfgros no es trivial y requiere de un
marco tedrico que permita fundamentas observaciones realizadas en
cuanto al patron de distribuciomgs mecanismos que lo generan v,
eventualmente, posibilitar cierto g@a de prediccion en cuanto a la
dindmica de los organismos en el ambiertg.Prosseret al. 2007). La
mayor tradicion historica del estodide la biogeografia de plantas y
animales ha permitido el desarrotle un cuerpo tedérico cuya aplicacion y
generalidad han comenzado a evaluarsesl andlisis de los patrones de
distribucion microbianose(g. Martiny et al. 2006; Van der Gugtdt al. op.
cit.; Logue y Lindstrom 2008).

Durante las Ultimas décadas | dsiglo XX, la teoria de la
Biogeografia de Islas de McArthyr Wilson (1967) tuvo una importante
influencia en la manera de pensée los ecodlogos en cuanto a los
organismos y sus patrones espacidieglistribucion, y fue por un tiempo
el principal paradigma para el disede reservas y manejo. Sin embargo,
dada la falta de consenso en cuanta configuracion espacial que debian
tener los habitats de foartal de maximizar laqueza de especies, surgio
la necesidad de enfrentaeproblema desde otra Optica. Asi, a partir de la
década de los 90, el concepto deaddemunidades (Hanski y Gilpin, 1991)
evoluciond tomando como referémc la denominada Teoria de
Metapoblaciones (Hanski, 1999). Dentroedte contexto teérico, se define
como metacomunidac un grupo de comunidades locales interconectadas

entre si por la dispersion de multiples especies que, potencialmente, pueden
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interactuar entre si. En oposicién a \ésiones tradicionales, el concepto

de metacomunidades permite egpli la dinamica espacial de las
comunidades en funcion de procesos ecoldgicos que ocurren tanto a escala
de organizacion local como regiona.d. Leibold et al. 2004; Logue y
Lindstrom 2008; Loguet al.2008).

Dentro de este marco conceptual y en relacion a la comunidad
bacteriana, en habitats heterogénga®n un alto gradade conexion, las
altas tasas de dispersion que carazderi esta comunidad pueden generar
dos patrones de diversidad contrastantes:

Por un lado, si no existe separaciémporal entre la dinamica local
de la comunidad y la dinAmica damnigracion y emigracion regional, la
estructura y dinamica de lapoblacion local resulta afectada
cuantitativamente por los procesds dispersion que ocurren a nivel
regional. Este acoplamiento de prazesjue ocurren a diferentes escalas
provoca la homogeneizacion decomposicion de laomunidad bacteriana
a nivel de metacomunidad como résdo del “efecto de masa” y “efecto
de rescate”. En otras palabras, s Mistintos parches se encuentran lo
suficientemente interconectados, dspersion resulta en una relacion
fuente-sumidero entre poblaciones dstidios parches. Esta perspectiva
corresponde al paradigma dEfecto de Masay segun ésta, la
heterogeneidad ambiental promuevéerincias en la e¢oposicion de la
comunidad, sin embargo, el efecto ldeinmigracion provoca que, dentro
de cada comunidad se retenganclusive, aquellos taxones menos
favorecidos por el ambiente. Enonsecuencia, se espera que la
composicion de la comunidad varie taatlo largo del gradiente ambiental
como con la distancia entre hiantes “fuente” y “sumidero”Higura 2.1-

a). En el caso extremo dEmbientes extremadanteninterconectados, la
homogeneizacion de la composicignovocada por el efecto de masa

puede ser tan marcada que el efeldgdas condiciones ambientales queda
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enmascarado y la correlacion entreroencia de taxorsey las condiciones
ambientales se reduce.

Si, por el contrario, existe sapaion temporal entre la dindmica
local de la poblacion y la dinamica delonizacion-extincion, es decir, la
tasa de crecimiento poblacional es daficientemente alta como para
desacoplar la dinamica poblacionatdb de la dinamica de dispersion
regional, entonces, la dinamica declamunidad dependeria de diferentes
aspectos de las condiciones ambiestglaesultaria independiente de los
efectos de la distribucién espaciallds sistemas. Esta segunda perspectiva
corresponde a la perspectiva$igecies SortingSegregacion de Especies),
la cual enfatiza la separacion dechis mientras que predice que la
similitud en la estructura de la mmonidad resulta independiente de la
distancia entre comunidades dado tpelispersién ocurre a nivel global
(Figura 2.1-b).

LasFiguras 2.1 ay b corresponden a la representacion esquematica
de las predicciones de ambos modelespecto de los efectos de las
condiciones ambientales locales y laatade dispersion regional sobre la

estructura de la comunidad bacteriana.
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Similitud entre
Comunidades

(—) Similitud Ambiental (—) Similitud Ambiental

(----) Distancia Geogréfica (----) Distancia Geogréfica

Figura 2.1: Contribucion de los efectos de la distancia entre hébitas y de las
condiciones ambientales segun la perspectiviafeleto de maséa) y Species Sorting
(b). El eje x representa la distancia geografica entre habitats o la similitud ambiental
entre los mismos, mientras que el eje y representa la similitud en composicién

comunitaria entre los distintos habitats (Adaptado de Maetiy 2006).

El cuestionamiento inmediato queeirge al comparar patrones de
distribucion de microorganismos rmeo de marcos conceptuales
desarrollados para macroorganism@s cOomo comparar unidades
taxondmicas equivalenteBado que aun la sistematica bacteriana no ha
llegado a un consenso patefinir a la unidad fundamental de diversidad
biologica (.e. especie), resulta mas intsamte indagar a qué nivel de
resolucion taxondmica el patrén destdbucion observado se asemeja a

aquel descripto para macroongamos (Green y Bohannan 2006).

En este sentido, son pocos los trabajue analizan los efectos de la
distribucion geogréafica y las condicimmambientales en la determinacion
del patron de distribucion dia comunidad bacteriana.). Hewson y
Fuhrman 2004; Rechet al. 2005; Yannarell y Triplett 2005; Green y

Bohannarop. cit) y mas escaso aun es el numero de trabajos que analizan
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patrones biogeograficos considerandastintos niveles de resolucion

taxondmica€.9.Cho y Tiedje 2000).

El objetivo general de este capituds evaluar los efectos de la
distribucion espacial y las condicies ambientales locales en la
determinacion del patréon de compogitide la comunidad bacteriana en
lagos someros de la Regiéon Pampeana presentan distintos estados de
equilibrio (lagunas turbias vs lagunas alt Este andlisis se realizd con
dos niveles de resolucién geméti(DGGE y ARISA) y las preguntas
subyacentes planteadas fueron laguisntes: ¢cual de los modelos
propuestos permite describir mejor gEtron de distribucion observado?;
¢cuales son los factores ambidéda principales quecontrolan la
composicion de la comunidad bacana?, ¢condiciones ambientales
similares generan comunidades bactersasimilares? y ¢ de qué manera los
factores ambientales de control redacionan con el po de régimen del

sistema?
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MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del muestreo

Se tomaron muestras subsuperficialesagua en cada una de las 6
lagunas descriptas en la seccion ¢Arde estudio” con una frecuencia
bimensual durante un periodo derh8@ses (marzo 2008- abril 2009). Las
muestras fueron refrigeradas y mantenidas en oscuridad hasta su posterior
procesamiento en el laboratorio. Losalles del muestreo y del tratamiento

de las muestras biolégicas fueron descriptos en el Capitulo | de esta tesis.

Propiedades oOpticas vy fisico-guimicas

Se tuvo acceso a los datos fisicorgeds que forman parte de la
tesis doctoral de Leonardo Lagomacsi cuyos datos fueron obtenidos a
partir de los mismos muestreos quaeaizaron para el desarrollo de esta
tesis.

Las caracteristicas opticas de lagunas fueron analizadas a través
de mediciones del coeficiente deratacion vertical de la radiacion solar
(Kd), utilizando un espectrorradidmetUSB 2000 (Ocean Optics). Este
instrumento permitid obtener el perfilpextral de la columna de agua en
cada sitio y fecha. Estos perfilesefan utilizados para calcular en cada
caso los coeficientes de atewion vertical de la radiacion
fotosintéticamente activa (400- 700 nm) @#4d).

En cada ambiente se realizaron medicionestu de temperatura del
agua (T°), pH (pH-imetro Orion;ATlI Orion, VWR Scientific);
conductividad (Cond) (Hach Companybxigeno disuelto (OD) (YSI 5000
meter; YSI Incorporated).

En el laboratorio se realizaronn@edicion de turbidez nefelométrica
(Turb) (2100P Hach Company) y latdeminacion de alcalinidad (Alc) por

titulacion de acuerdo al método dea@(Wetzel & Likens, 2000). Ademas,
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se determind la concentracion des nutrientes principales. La
concentracion de fésforo total (FT) sealué por el Método del Acido
Ascorbico, previa digestion acida da muestra; la determinacion de
nitritos y nitratos (N-(N@+NQOs) se llevé a cabo por el Método de

Reduccion con Cadmio, mientras qak nitrogeno organico (Norg) se
determind por el Método semi-mickgeldahl (APHA 1992). Se definio al

nitrogeno total (NT) como la suma [Norg + (N-(MDIO3)].

La concentracion de sélidos en suspension (SS) se obtuvo a partir del
filtrado de volumenes conocidos de aguimavés de filtros Whatman GF/C
previamente secados y pesados. Estogdilte dejaron secar en la estufa
(103- 105 °C) hasta peso consta(®HA, 1992). Para estimar el peso
seco libre de cenizas los filtros con el material seco retenido fueron
calcinados a 530°C por 3 hs. Luego ldecalcinacién, los filtros fueron
pesados nuevamente y pdiferencia se estimd el contenido de materia
organica (MO) y materia inorgé&ca (Ml) en cada muestra (APH¥p. cit).

Finalmente, se estimé la concentracion de clorafil&l-a) por el

meétodo de extraccion con acetona (Makeal. 1980).

Tratamiento _de las muestras dibgicas, extraccion _de ADN vy

obtencion de los perfiles genéticae la comunidad por el método de
ARISA Yy DGGE

El tratamiento detallado de las muestras fue descripto en el Capitulo

I. A modo de facilitar la lectura, en Fgura 2.2 se presenta un esquema

de la metodologia.

45



Capitulo 1l

Prefiltracién secuencial de las muestras
(50 um; 20 um; 3 um; 0.2 um)

l

Filtro 0.2pm

7
l

Extraccion de ADN

v v
PCRpccE PCRarisa
A A
Electroforesis en gel Electroforesis capilar

l

ooooo

Generacion de matrices de datg

ANALISIS NUMERICOS

Figura 2.2: Esquema metodolégico de la obtencion de los perfiles genéticos de la
comunidad bacteriana utilizando las técnicas de ARISA y DGGE. Para mayor detalle,

remitirse a la seccion metodologica del Capitulo | de esta tesis.
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Analisis numeéricos

Variables explicativas

a- Variables ambientales

Las variables cuantitativas ambiaies consideradas fueron:
temperatura del agua (T°), pH, contiudad (Cond), alcalinidad (Alc),
turbidez nefelométrica (Turb), oxige disuelto (OD), coeficiente de
extincion vertical de la luz (Kd);oncentracion de nitrégeno total (NT),
concentracion de fésforo total (FT9dlidos totales en suspension (SS),
contenido de materia organica en@ad en suspension (MO), contenido de
materia inorganica en los solidos suaspension (M) y concentracion de

clorofila-a (Cl-a).

La matriz de variables ambientales fue estandarizada y a partir de la
misma se construyé una matriz de distancia entre sitios utilizando el
coeficiente de Distancia Euclidiaflzegendre y Legendre 1998). La matriz
resultante fue transformada a su mzatte similitud complementaria (1-
Distancia) y esta matriz final resuita (matriz de similitud ambiental) fue

utilizada en los andlisis subsiguientes.

b- Posicidon geografica

La distancia geografica en linezcta entre cada uno de los sitios fue
calculada a partir de los datos titud y longitud de cada sitio de
muestreo. Estas distancias calculadasrdenaron en una matriz (matriz de

distancia geografica) que fue utilizadn los analisis subsiguientes.
Variables de respuesta (perfiles de DGGE y ARISA)

Para dar el mismo peso aslaistintas unidades taxondmicas
presentes en las muestras, el anaksisbasé en la comparacion de la
rigueza de OTU de cada sitiog( s6lo se considero laresencia- ausencia

de los mismos). En consecuenciag tmmparaciones de a pares entre los
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sitios se realizaron mediante el coifite de similitud de Jaccard el cual

se aplicé a cada una de las matricasegedas a partir de las dos técnicas
utilizadas. Como resultado, se obtugieidos matrices de similitud basadas
en la composicion de la comunidadcteriana de cada sitio (matriz de
similitud genética basada en DGGE ytnzade similitud genética basada

en ARISA).

Analisis multivariados

Se realizaron tests Parciales de Mabtasados en el coeficiente de
correlacion de Spearmany)(para comparar las tres matrices de interés: i-
matriz de similitud genética; ii-matride similitud ambiental y iii- matriz
de distancia geogréafica (Smoust al. 1986). Esta metodologia permite
estimar la correlacion entre dos nads, controlando los efectos de la
tercera  (AB.C)) y en este caso se aplipara analizar cuanto de la
variabilidad en el patron de compoén genética se explica por las
condiciones ambientales y si existe wadabilidad residual en el patréon de
composicidon que se encuentre espauialte estructurada. Tanto la matriz
de distancia geografica como la matte similitud generada a partir de los
datos ambientales fueron comparaga® un lado, conla matriz de
similitud generada a partotel analisis de DGGE yuego, con la matriz
generada a partir del analisis de ARISA. En el cada demparacion entre
matrices de similitud, la prueba leada fue unilateral, sobre la region
superior de la distoucion de referencia ¢Hrs > 0), mientras que para la
comparacion entre matrices de similipdistancia la prueba realizada fue
unilateral sobre la region inferide la distribucidén correspondiente {(Ir
<0).

Los patrones de similitud obtenidopartir de los perfiles genéticos
resultantes de las dos técnicas fueraaiaados a través de un analisis de

escalamiento  multidimensional no-métrico (NMDS: non-metric
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multidimensional scaling). Esta técaipermite representar cada uno de los
objetos como un punto en un espacigpdeas dimensiones (en este caso, 3
dimensiones) cuyas intastncias reproducen practicamente la ordenacion
en el espacio multidimensional origin En el caso del analisis no-
dimensional, el criterio de bondad desig depende soliel orden de los
valores y no de sus valores absatuf@inares 2001). Este analisis se
realizé utilizando 30 configuracionesidiales aleatorias (Clarke y Green
1988) y el grado de ajuste entrerépresentacion en un espacio de baja
dimensién y la matriz original & determinado utilizando el indice de

stress de Kruskal (Legendre y Legendre 1998) de acuerdo a la formula:
Stresqférmula 1) = (D — d)?/ 3 D3} 2

dondeD corresponde al rango del orden de las distancias entre los objetos
en el espacio multidimensional originatlycorresponde al rango del orden
de las distancias estimadas por mlodelo de regresion para la

representacion en un espacio de pocas dimensiones.

La ordenacion obtenida a partir del NMDS fue utilizada para
investigar la relacion entre las \arles ambientales y los patrones de
composicion de la comunidad bawea. Para ello se correlacion6 cada
una de las 13 variables ambientales corstmsesde los sitios sobre cada
uno de los 3 ejes de ordenacion utiida el coeficiente de correlacion de

Spearman.

Para poner a prueba la significacois los grupos generados a partir
del escalamiento multidimensional, sealiz6 un analisis de similitud
(ANOSIM) (Clarke y Greerop.cit) basados en los grupos obtenidos a
partir de los perfiles geerados por DGGE y por ABA, separadamente. El
test ANOSIM genera un estadistid®) (y la magnitud de este estadistico

indica el grado de separacion entrapgs. Un valor de 1 indica completa
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separacion de los grupos mientras guevalor de 0O indica no separacion

de los mismos.

Finalmente, para analizar edetalle las relaciones entre las
comunidades bacterianas de los dissinstios, se realizaron andlisis de
clusterbasados en el coeficiente de similitud de Jaccard y en el método de

enlace medio (UPGMA) como algoritmo de unidn.
Otros analisis numéricos

Se realiz6 un ANOVA de un factor gacomparar la relacion entre
unidades taxondmicas operatsv determinadas a partir de cada técnica.
Ademas, se realizé un ANOVA no paranmed (test de Kruskal-Wallis)
para comparar las frecuencias tigls de tamafos de los fragmentos

obtenidos por la técnica de ARISA en cada laguna.

Tanto los analisis deluster como los tests de Mantel fueron
realizados con el programa XLStg&ddinSoft SARL) mientras que los
analisis de escalamiento multidimensional (NMDS) y de similitud
(ANOSIM) se realizaron con el programa PAST 2.0 (Hamabexd. 2001).

El analisis de ANOVA no paramétrico iilskall-Wallis) se realizé con el

paquete estadistico provisto en el software SigmaPlot 11.0 (Systat inc.).
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RESULTADOS

Como se mencionara en el Capitulétas muestras de la laguna La
Limpia no pudieron ser analizadgsor la técnica de ARISA. En
consecuencia, los analisis reatlpa en este capitulo con los datos
obtenidos por DGGE se realizaromtta considerando como eliminando a
esta laguna. Como los resultados nexrdumn afectados sustancialmente y se
mantuvieron consistentes con o sinclansideracion de este sistema, se

optd por mantener los datos obtenidos para La Limpia en este analisis.

Por otro lado, cabe mencionar gderante el periodo de estudio la
region experimentd un periodo de seqqia provoco la disminucion de los
niveles de la columna de agua es Histintos sistemas. Este proceso se
evidencid, fundamentalmente, en ammento generalizado de la turbidez

en las lagunas estudiadas.
PERFILES DE DGGE

La Figura 2.3 corresponde a los perfiles rggicos obtenidos para

cada sitio de muestreo y en cada fecha.

Para las 6 lagunas estudiadasdseectaron un total de 531 bandas
(OTU) en 58 posiciones diferentes.l&@uente 4 posiciones (10, 16, 29 y
43) fueron compartidas por toddss lagunas y, en promedio, estas
posiciones representaron entre un 8y’4n 81,4% del totade intensidad
relativa por calle (promedio: 23,3%). Las lagunas CH y SJ (turbias con
abundante biomasa fitoplanctonica)rgmartieron 4 posiciones exclusivas
(2, 6, 23 y 33), mientras que lagylmas claras vegetadas (TRl y KH)
compartieron una Unica posicién (padic 51). Una sola posicidon resultd
exclusiva de la laguna CH (posiciéid) mientras que dos posiciones solo
fueron detectadas en la laguna SJ (posicién 7 y 58). La laguna LI (turbia
inorganica) y LAC (turbia con abundante biomasa fitoplactdnica) no

mostraron ningun patrén distintivo.
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Figura 2.3: Perfiles obtenidos por le técnica de DGGE en donde los fragmentos de ~
600 bp del gen 16S rARN fueron separados en un gradiente de 40% a 80% de
desnaturalizacién. Las iniciales corresponden al sitio de muestreo: C: Chascomus, S:
San Jorge, Li: La Limpia, La: Lacombe, K: Kakel Huincul, T: El Triunfo. Los nimeros
corresponden a la fecha de muestreo (2008-2009): 1: Marzo, 2: Mayo, 3: Julio, 4:
Septiembre, 5: Noviembre, 6: Febrero, 7: Abril
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En términos generales, el predio de OTU por laguna, fue mayor
en CH (18 £ 8) que en el resto de los ambientes (SJ: 13 = 5; LI: 9 £ 5;
LAC: 10 £ 2; KH: 13 + 3; TRI: 13 = 5)danova = 0,016).

El dendrograma obtenido a partir del analisildster sugiere que
el tipo de ambiente.é. claros vegetados, turbios con alta biomasa algal y
turbio inorganico) resultd mas impante que la estacionalidad en la
determinacion de la composicide la comunidad bacteriangigura 2.4).
La laguna Lacombe (LAC) fue el Unisitio que mostré un claro patrén
temporal: la comunidad bacteriana al comienzo del estudio resulté mas
similar a aquella de las lagunas clavagetadas (TRl y KH), mientras que
hacia el final del periodo de muesttaccomunidad bacteriana resultd mas

cercana a aquella del ambietiebio inorganico (LI).

Si5
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Sj2 }—‘—‘7
Si3
Ché )
Chs |
o }—H
Ch4
ch7 J :
i — M
Ch2 :
sj7 ) .
Si6 | :
Lac2 I :
Lacl '
Lac3 T
15 :
T4 :
i —
T6 .
T1 —
K7 :
T2
K2
K1 |—|7
K3
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K5 |
K4
Li4
Li3
Li2
Li6
Lac6
Lac4 ]
Lac7
Li5 I
Li1
Li7 |7
Sj1 )
Ch3 |

1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

Figura 2.4: Andlisis declusterdel set de datos generados por DGGE basado en

el coeficiente de similitud de Jaccard y el método de union de enlace medio (UPGMA).
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La Figura 2.5 (a, by ¢) muestra la ordenacion en 3 dimensiones de
los sitios en base a la matriz de presa-ausencia. El test de correlacion
realizado en base a lasriables ambientales vs Iegoressobre cada uno
de los ejes de ordenacion del NMiPicaron una correlacion significativa
y positiva del eje 1 con la concentracion de clordil&l-a) (r = 0,39;p =
0,0292; N = 31). El eje 3 correlacion@msificativamente con las siguientes
variables: concentracion de fésforo total (FT¥(0,735;p < 0, 0001; N =
32), turbidez nefelométrica (Turby € 0,726;p < 0, 0001; N = 39),
coeficiente de extincion vertical de la luz (Kd)H0,674;p < 0, 0001; N =
35), solidos en suspension (S6¥(0,673;p < 0, 0001; N = 38), contenido
de materia inorganica en solidos en suspensiér0(610;p < 0, 0001; N =
38), contenido de materia organica=(0,606;p < 0, 0001; N = 38) y Ck
(r = 0,579;p < 0, 0001; N = 39). Finalmentel eje de ordenaciéon 2 no
mostro correlacion significativa conngiuna de las variables ambientales
consideradas.

En términos generales, ladenacion segun los ejes 1 y Rdura
2.5-8 segreg0 a los sitios caracterizagms una baja conbucion de la
biomasa fitoplanctonicas¢oreshacia la izquierdayle aquellos donde la
contribucidn fitoplanctonica resulta relevansedreshacia la derecha). La
ordenacion de acuerdo a los ejes 2 yFyuyra 2.5-b) se relaciona
fundamentalmente con el estado trofa® los sitios (eutréficos hacia la
izquierda e hipereutréficos hacia derecha) y con el tipo de ambiente
(claros hacia la izquierda y turbiosdia la derecha); por otro lado, la
combinacion de los ejes 1 vsHEdura 2.5-¢ fue la que mejor separ6 a los
sitios de acuerdo al régimen de cada umodlaros vegetados (KH y TRI),
turbios con alto aporte de bionaasitoplancténica (CH y SJ) y turbio

inorganico (LI)).
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Figura 2.5: Biplots de la ordenacion por NMDS basada en los datos cualitativos

generados por DGGE. Cada uno de los simbolos representa los sitios a partir de los

cuales se obtuvieron los perfiles genétieoglimension 1 vs 2y: dimensién 3 vs ;:

dimensiéon 1 vs 3.Stress = 0,17. Las fledhdscan el sentido de correlacion de las

variables ambientales.

Dado que el analisis de similitud entre sitios resultd significativo

(ANOSIM R= 0,565 p < 0,0001) la hipotesis d&no diferencia en la
composicion de la comuwtad bacteriana entratiss” fue rechazada. Los
resultados de las comparaciones de a pares se muestraifabiala®.1,

Los valoresp de cada prueba, corregidos por al aproximaciéon de
Bonferroni, indican que $adiferencias del sitio LI por un lado, el grupo

CH-SJ y el grupo LAC-TRI-KH por otralifieren significativamente entre
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si, permitiendo separar 3 grandes grupasacterizados por comunidades
bacterianas diferentes.

R Valor p
Test Global 0,565 < 0,0001
CHvs SJ 0,257 0,1305
CH vs LI 0,806 0,0075
CHvs LAC 0,685 0,0195
CH vs KH 0,769 0,0120
CH vs TRI 0,450 0,0195
SJvs LI 0,661 0,0075
SJvs LAC 0,534 0,0135
SJvs KH 0,710 0,0030
SJvs TRI 0,391 0,0135
LI vs LAC 0,409 0,0210
LI vs KH 0,800 0,0075
LI vs TRI 0,789 0,0030

LAC vs KH 0,589 0,0075
LAC vs TRI 0,347 0,1380
KH vs TRI 0,196 0,7155

Tabla 2.1: Analisis de similitud (ANOSIM) con las comparaciones de todos los
sitios entre si. Un vald® de O refleja la hipétesis nula de “no diferencias entre sitios”
mientras que un vald® de 1 corresponde a la hipodtesis alternativa en la cual las
similitudes dentro de un sitio son mayores que las similitudes entre sitios. Las celdas en

gris indican las comparaciones no significativas.

PERFILES DE ARISA

Como se mencionara en el Capitlijamo se logré la amplificacion
del ADN extraido de las muestras dddguna La Limpia con el protocolo

utiizado para esta técnica. Econsecuencia, este sitio no pudo ser
analizado por ARISA.

En total se registraron 452 fragnmes diferentes a partir de los
perfiles obtenidos para los 5 sitiostantes (CH, SJ, LAC, KHy TRI). La
Figura 2.6 muestra un perfil representativo de cada sitio obtenido por
ARISA mientras que en l&igura 2.7 se observa la distribucion de

frecuencias de tamafio de los fragnos en cada sitio de muestreo.
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Figura 2.6: Ejemplos de los perfiles de ARISA obtenidos en cada sitio. Kl eje
indica el tamafio (en pares de bases) de los fragmentos yéhéjea la intensidad de

la sefal (en unidades de fluorescencia (UF)).
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Tamario en pares de bases (bp)

Figura 2.7: Distribucion de frecuencias relativas de todos los fragmentos que

caracterizaron a cada sitio.
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El promedio del nimero de fragmos (OTU) detectados en las
distintas lagunas fue de 38 (+ 26) &d,38 (+ 17) en TRI, 39 (x 37) en SJ,
42 (x 27) en LAC vy 46 (+ 8) eKH. El niumero de OTU detectadas, asi
como la distribucion de frecuemasi de tamafos en cada sitio, no
evidenciaron diferencias significativgs Avova otu) = 0,810;p kuskail-waliis
Tamarios 0,221).

El andlisis decluster mostré6 un patron mas complejo que aquel
obtenido a partir del analisis de DGGHgura 2.8). Sin embargo, existe
un patron general en comun entre amdnadlisis: con algunas excepciones,
los ambientes claros-vegetados (R{H) se agruparoseparadamente de
aquellos turbios con abundante biomasa fitoplanctonica (CH y SJ).
Ademas, la composicion bacterianal@taguna Lacombe (LAC) mostro el
mismo patréon estacional: primeramenimilar a aquella de los ambientes
claros para luego volverse mas cercarm@uella de los ambientes turbios.

En relacion al subcluster “turbiola estacionalidad resultd evidente
en las muestras de CH: las muestras de otoiq; (CH,;, CH;) fueron
menos similares a aquellas de primaveraGtHs) y verano (CH). En

oposicién, SJ no mostro un claro patron estacional.
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Figura 2.8: Analisis declusterdel set de datos generados por ARISA basado en el

coeficiente de similitud de Jaccard y el método de unién de enlace medio (UPGMA).

La ordenacion por NMDS de lasitios de acuerdo a sus perfiles
genéticos se muestra erHigiura 2.9

En este caso, el test de corredacrealizado en base a las variables
ambientales vs loscores sobre cada uno de los ejes de ordenaciéon
indicaron una correlacién levementegrsficativa y negativa del eje 1 con
el coeficiente de extincion vertical de la luz (Kdx(- 0,41;p = 0,0486; N
= 24). El eje 2 correlacion6 significativamente con el contenido de materia
inorganica en solidos en suspension=(0,457;p = 0,0167; N = 27),
sélidos en suspension (SS) £ 0,424;p = 0,0275; N = 27) y turbidez
nefelométrica (Turb)r(= 0,374;p = 0,0495; N = 28). Finalmente, el eje de
ordenacién 3 correlaciond con las siguientes variablea:(C¥ 0,738;p <
0,0001; N =20), turbidez nefelométrica (Turb)=0,731;p < 0,0001; N =
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28), coeficiente de extincion vertical de la luz (Kid¥(0,659;p < 0,0001;
N = 24), contenido de materia orgéa en solidos en suspensian
0,639;p = 0,0003; N = 27), sélidos en suspension (3S> 0,623;p <

0,0001; N = 27), fésforo total (FTY = 0,528;p = 0,0005; N = 26) y

contenido de materia inorganica en solidos en suspensi®om,d85;p =

0,0105; N = 38).
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Figura 2.9: Biplots de la ordenacion por NMDS basada en los datos cualitativos

generados por ARISA. Cada uno de los simbolos representa los sitios a partir de los

cuales se obtuvieron los perfiles genétieoglimension 1 vs 2): dimensién 3 vs ;:

dimension 1 vs 3.Stress = 0,16. Las fleahdgcan el sentido de correlacion de las

variables ambientales
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La ordenacion de los sitios de acueedios ejes 2 vs 3 resultd la que
mejor segregd a los sitios entre si y permitid distinguir tres grupos
diferentes basados en la qousicion de sus comunidaddsgura 2.9-b).

Los ejes 1 y 3Kigura 2.9-¢9 claramente separaron a los sistemas “turbios”
de los “claros” mientras que no gbtuvo un patrén claro de la ordenacion
obtenida en base a los ejes 1 y¥@(ra 2.9-3).

El test de similitud (ANOSIM) rdeado en base a todo el set de
datos evidenci6 diferencias sign#tivas entre los sitios (R= 0,430 <
0,0001). La comparaciéon de a par€alfla 2.2) evidencio la existencia de
3 grupos diferentes en relacion actamposicion bacteriana: la comunidad
bacteriana tipdChascomusla comunidad bacteriana tiggan Jorgey la
comunidad bacteriana tipdel Triunfo-Lacombe La similitud entre
muestras de la comunidad bactedaque caracteriz6 a Kakel Huincul
(similitud dentro de grupo) no difiri6ignificativamente de las similitudes
entre sitios (entre grupos), en otratapeas, la composicion bacteriana en
KH no mostrd un patron exclusivo quepéiera separarldel resto de los
sitios.

R Valor p
Global Test 0,430 < 00,0001

CHvs SJ 0,470 0,0280
CHvs LAC 0,546 0,0189
CH vs KH 0,631 0,0640

CHvs TRI 0,851 0,0251
SJvs LAC 0,542 0,0123
SJvs KH 0,248 0,2390

SJvs TRI 0,580 0,0165

LAC vs KH 0,237 0,4650
LAC vs TRI 0,155 1,0000
KH vs TRI 0,521 0,0460

Tabla 2.2: Andlisis de similitud (ANOSIM) con las comparaciones de todos los
sitios entre si. Un vald® de O refleja la hipétesis nula de “no diferencias entre sitios”
mientras que un vald® de 1 corresponde a la hipodtesis alternativa en la cual las
similitudes dentro de un sitio son mayores que las similitudes entre sitios. Las celdas en

gris indican las comparaciones no significativas.
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Los resultados de los tegbarciales de Mantekalizados con el fin
de evaluar la importancia de los faes ambientales y de la distribucion
geografica de los sitios en la deteration del patréon de composicion de la
comunidad bacteriana en los sisterfeggunares pampeanos analizados se
muestran en |dabla 2.3 Los nombres de las matrices que figuran entre
paréntesis corresponden a las matropes fueron comparadas mientras que
la tercera matriz, ubicada fuera delgudesis corresponde al factor cuyo
efecto fue removido. Por ejemplo, lossultados presentados en la forma
“(Sim. Gen.*Sim. Amb.)*Dist. Gegr” deben interpretarse como
correlacion entre la matriz de similitgenética y la de similitud ambiental,

luego de remover los efectos de la distancia geogréfica.

L, ARISA DGGE
Comparacion

re Valor p I Valor p
(Sim. Gen.*Sim. Amb.)*Dist. Geogr. 0,338 < 0,0001 0,109 =0,002
(Sim. Gen.*Dist. Geogr.)*Sim. AmQ.-0,069 =0,177 -0,194 < 0,0001

Tabla 2.3: Coeficientes de correlacion obtenidos para los tests parciales de
Mantel realizados entre las matrices de similitud genética (Sim. Gen.), similitud
ambiental (Sim. Amb.) y distancia geogréfica (Dist. Geogr.). Un yedo®,050 indica

que la correlacion es estadisticamente significativa.
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DISCUSION

El presente trabajo constituye paimera caracterizacion del patron
de composicion de la comunidad baictea para los sistemas lacustres de
la Region Pampeana.

Los resultados generales obtenidemspartir de las dos técnicas
moleculares aplicadas indican queadadencia general da variacion del
patron de composicion entre los stiltos sistemas se encuentra
significativamente influenciada pdas condiciones ambientales locales,
independientemente de la resolucion taxonomica utlizada. Mas
precisamente, se observd una exdia relacion entre el patron de
composicion bacteriano y el estadle equilibrio alternativo de los
sistemas, mientras que no se ewmci0 un efecto significativo de la
estacionalidad en la determinacion dieho patron. Este patron general
resultd evidente tanto a nivel deadisis del 16S rARN como del ITS.

Diversos trabajos realizados eamunidades bacterianas han puesto
de manifiesto que la estructurde estas comunidades se encuentra
influenciada localmente por factor@snbientales tales como el tipo de
habitat €.g. Dolan 2005), factores abioticos.g. Dumestreet al. 2002;
Kisand y NoOges 2004; Lindstromet al. 2005), la productividad del
ecosistema, las interacciones biologiag.Jurgens y Matz 2002; Van der
Gught et al. 2005) y la actividad humanae.§. MacCaig et al1999;
Buckley y Schmidt 2001), entre otrdsstos resultados apoyan parte de la
hipotesis propuesta por Baas-Becking (1934) quien postulé un rol
fundamental de los factores ambidesalocales como responsables de la
variacion espacial observada en |msrones de diversidad microbianos

(“... but environment selecty”

En relacion a los sistemas lagunares estudiados en este trabajo,
Allende y colaboradores (2009) &maron las distintas fracciones de

tamano del fitoplancton (picofitoplancton, nanofitoplancton vy
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microfitoplancton) en 10 lagunas derkgion que incluyen a los sistemas
aqui analizados. Estos autores condlogeque los tres tipos de sistemas
(claros-vegetados, turbios-organicog turbios-inorganicos) difieren
marcadamente en susaracteristicas oOpticassus concentraciones de
carbono orgéanico disuelto (COD) y qlas diferencias ambientales afectan
directamente a la estructura de comunidad fitoplancténica en los
distintos tipos de sistemas. Tenierglo cuenta que la fuente de carbono
dominante en un sistema (i.e exdda fitoplanctonicas, aporte de
macrofitas acuaticas, escorrentia desdmuénca) tiene una gran influencia
sobre el bacterioplancton (Van der Guehal. 2001; Muylaertet al. 2002;
Kisand y NOges 2004), lasfdiencias entre las lagunas en lo que respecta a
este recurso podrian ser una de dassas mas importantes que estaria
influenciando la determinamn de la estructura da comunidad bacteriana
en cada sistema. Sin embargo, estmclusion resulta preliminar vy
constituye, en realidad, una hipoétesis dabe ser testeada en el futuro, por
ejemplo, mediante la realizacibn dexperimentos con transplantes

cruzados.

Otro factor, quizas menos evidente, @iectaria la estructura de la
comunidad en estas lagunas parecernidasprofundidad de la columna de
agua. Durante el periodo de estudioglgion atraveso un periodo de sequia
gue se reflejd en una marcada disucion del volumen de agua en los
sistemas. Dada la relacién directa guaste entre la profundidad de la
columna de agua y la resuspension, dados efectos de esta disminucion
del volumen fue el aumento generalizado de la turbidez de los sistemas.
Concomitantemente con estos camlaiowientales, se observaron cambios
en la composicion que fueron reflejados por ambas técnicas. EI cambio mas
evidente fue observado en la lagurecimbe, sin embargo, los sistemas
claros vegetados también mostraroierta variacion temporal en la

estructura de la comunidajue, en términos genérg, se manifestaron en
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patrones de composicidon mas similares a los observados en los sistemas

turbios hacia el final del periodo de estudio.

En relacion a los dos niveles dsakicion genética utilizadas en este
trabajo, Frederick Cohan (2002) su@imue el criterio de definicion de
especie bacteriana basaglo la comparacion de secuencias del 16S rARN
se corresponderia con el nivel de “géi para macroorganismos, mientras
qgue los ecotipos dentro las espedpegterianas conformarian el nivel
taxondmico que presenta todas las prdades dindmicas tipicas definidas
para las especies eucarmt&in entrar en discusion sobre la definicion del
concepto de especie bagana, resulta evidentgue la definicion de las
distintas unidades operativas (OTU)mase al gen 16S rARN resulta mas
abarcativa que la definicion basa@m el ITS. Estas diferencias se
reflejaron en los resultados obtenidos este trabajo y, en concordancia
con los resultados obtenidos pohcCy Tiedje (2000) y Casamayor y
colaboradores (2002), el patron efdo con la técnica de mayor
resolucion Ke. ARISA) permitio detectar sutiles diferencias en la
estructura de la comunidad enttas distintas lagunas que no fueron

reflejadas a un nivel de resolucion mas ampleo DGGE).

Estas diferencias de resologi también influyeron sobre la
determinacion del efecto de la distribtigeografica de los sistemas en la
definicion del patron de composici observado. La correlacion obtenida
entre la matriz de similitud genési obtenida por DGGE y la matriz de
distancia geografica pone de manifielstalistribucion no- aleatoria de los
sitemas i(e. los ambientes se encuentramenados casi en forma lineal,
con una distribucion N- S donde los ambientes turbios se ubican hacia el
extremo norte y los claros hacia el extio sur). En otras palabras, el efecto
espacial detectado a nivel de DGG& podria ser interptado como una

sefal biogeografica que indique ciegi@do de limitacion en la dispersion
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de estos organismos. Esta obserdn se refuerza con los resultados
obtenidos por ARISA en donde la mayesolucion de la técnica evidencio
una contribucion mas marcada de lasdiciones ambientales locales en la
determinacion del patron de compa&ic que aquella observada en el
patron de DGGE, mientras que la ctaogn con los factores regionales
(dispersion) resultd no sigroftiva, reflejando un efecto de

homogeneizacion de la compmén a nivel regional.

De lo expuesto hasta aqui smoncluye que la Teoria de
Metacomunidades, desarrollada para explicampkisones de distribucion
de macroorganismos, resuliaa herramienta util para explicar el patron de
composicion de la comunidad bate@a de las lagunas de la Region
Pampeana. Los resultados tah que la perspectiva d&pecies Sorting
resultaria el mejor modelo para explicar la estructura comunitaria
observada. De acuerdo a este paradigihpatron observado surgiria de la
interaccion entre las altas tasas dispersion caracteristicas de estos
micoorganismos y una al&ficiencia en la rgmiesta comunitaria frente a
cambios ambientales, contonsecuencia de las altas tasas de crecimiento

poblacional.

67



Variacion anual de la riqueza y la diversidad del
bacterioplancton en dos lagunas que presentan
estados de equilibrio contrastantes (clara con
desarrollo de macroficas sumergidas y turbia con

elevada biomasa fitoplanctonica)




Capitulo IlI

INTRODUCCION

La gran variedad de organismos planctonicos que coexisten en los
ambientes acuéticos ha motivado edateollo de diversas teorias cuyo fin
ha sido comprender e integbar la organizacion y el sostenimiento de la
diversidad de las distintas comurdea que conforman estos ecosistemas
(e.g.Hardin 1960; Hutchinsoi961; Connell 1978; Padis&k al. 1993).
Entender los factores que controlanaediversidad constituye una tarea
complicada debido al amplio espectlle procesos e interacciones que
afectan la coexistencia de las distinéspecies dentro de las comunidades.
Ecologicamente, estos factores dmntcol pueden separarse en factores
extrinsecos (regionales) o intrinsecd@sitio-especificos). Los factores
extrinsecoscorresponden a aquellas variables que fluctian de manera
externa al sistema acuatico y queluyen a los factores climaticose(
temperatura, régimen pluvial), procesos de polucibe. (ertido de
nutrientes o sustancias toxicas), camieoslas practicas agricolas de la
cuenca o la fragmentacion de habitat: &oo lado, los factores intrinsecos
corresponden a las distintas interacciones biotiaag (herbivoria,
competencia, predacion) y a las aaiones estocasticas que regulan las
dinamicas de las distintas poblaciones locales (Schetfeal. 2001;
Scheffer y Carpenter 2003; Kegttal. 2007).

Los lagos y rios que conformanpalisaje de una determinada region
geografica comparten caracteristiciisméticas que, de manera directa o
indirecta, influencian la diversidag la actividad de los organismos
planctonicos. Las sefialele esta influencia regional suelen detectarse a
partir del analisis de $aseries temporales como cambios sincronicos de las
caracteristicas fisicas, quimicas e, usole, bioldgicas en los distintos
sistemas (Liebholeét al. 2004; Crump y Hobbie 2005). Esta sincronicidad

suele resultar mas evidente en sisterdonde los factores climaticos se
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distribuyen de manera uniforme sobre thstintas cuencas de drenaje. En
oposicion, patrones temporales asimicos se observan en aquellos
sistemas de una misma region donide variacién intrinseca (sitio-
especifica) se superpone a la variadénos factoreslienaticos regionales
en la determinacion de landimica temporal local (Keet al.2007).

En relacién a la comunidad bacteriana, existen pocos trabajos que
hayan analizado de manera comparadapatrones temporales locales de
variacion de esta comunidad y la influende los factores extrinsecos en la
determinacion de la estructura comunitaeia(Van der Gughet al. 2001;
Crump y Hobbie 2005; Stepanauskatsal2003; Yannarellet al. 2003;
Lindstrom 2006; Kenet al. op. cit). La mayoria de estos trabajos han
explorado sistemas con comunidadasterianas similares y la resolucion
temporal ha sido mensual o estaciomalentras que solo dos de ellos
(Yannarellet al.op. cit; Kentet al. op.cit) han utilizado una frecuencia de
muestreo mayor (entre 5 y 15 digd)an demostrado cambios estacionales
concordantes a nivel comunitario ensistemas de una misma region cuyas

comunidades bacterianas resultaron diferentes.

Los ambientes someros constituyen sistemas dinamicos que
responden rapidamente (“copian”) las variaciones del ambiente. La
escasa profundidad de estos sistelnasvuelve muy dependientes de los
cambios que afectan el ciclo hidricga se trate de variaciones de las
variables meteoroldgicas (precipitacisnbumedad, tempatiura), como de

practicas agricolas y obrhglraulicas en la cuenca.

Las lagunas pampeanas no son la excepcion y, de acuerdo a los
estudios previos realizados en la region (Québal. 2002; 2006; Quirds
2005; Sosnovsky y Quirds 2006), landinica de estos sistemas esta

gobernada en gran medida por las condiciones climaticas e hidrolégicas.
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Los resultados obtenidos en el Capitulo Il de esta tesis sugieren que,
dentro de la region geogrééi considerada, existiria umool genético
compartido entre las distintas lagunas dipdel cual se seleccionarian los
distintos ensambles bacterianosor(ing en funcion del estado de

equilibrio alternativo que caracteriza a los distintos sistemas.

Resulta interesante, entonces, liaaa la variacion temporal de la
estructura de la comunidad bactedaa lo largo de un periodo anual en
sistemas de la region que presengstados de equilibrio contrastantes.
Especificamente, en este capituloalearemos si los cambios en la
diversidad de las comunidades baeissis locales estan asociados a los
cambios en las condiciones clint@s y si los patrones de variacion
resultan congruentes entre estaks sistemas de caracteristicas

limnoldgicas contrastantes.
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MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del muestreo

El estudio se llevé a cabo duranie periodo de 13 meses, desde el
mes de marzo de 2008 hasta el meald# de 2009, inclusive. Se tomaron
muestras en la laguna Chascomus (36S; 58° 02'0O; turbia, con alta
densidad fitoplanctonica) y en la laguna El Triunfo (35° 51'S; 57° 52'0;
clara, vegetada), con una frecuendea 15 dias entre mestreos. En cada
sitio y fecha se obtuvieron muestraigbsuperficiales de agua utilizando
botellas plasticas de 10 L que, peewente, fueron lavadas con acido y
enjuagadas situ con agua de cada laguna.d ez tomadas las muestras,
las botellas fueron mantenidas denti® contenedores refrigerados y en
oscuridad hasta su procesamient@klaboratorio, aproximadamente entre

2 a 4 horas luego de su recoleccion.

Propiedades fisico-quimicas

Se tuvo acceso a los datos fisicorgebs que forman parte de la
tesis doctoral de Leonardo Lagomacsi cuyos datos fueron obtenidos a
partir de los mismos muestreos quaeaizaron para el desarrollo de esta
tesis.

En cada ambiente se realizaron medicionestu de temperatura del
agua (T°), pH (pH-imetro Orion;ATI Orion, VWR Scientific);
conductividad (Cond) (Hach Companybxigeno disuelto (OD) (YSI 5000
meter; YSI Incorporated).

En el laboratorio se midi6 larbidez nefelométrica (Turb) (2100P
Hach Company) y se determiné &calinidad (Alc) por titulacién de
acuerdo al método de Gran (Welt & Likens, 2000). Ademas, se
determino la concentracion de los nemites principales. La concentracion

de fosforo total (FT) se evalu6 porMEtodo del Acido Ascérbico, previa
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digestion acida de la muestra; laedeninacion de nitritos y nitratos (N-
(NO,+NQOs3) se llevo a cabo por el M#to de Reduccion con Cadmio,
mientras que el nitrégeno organi¢dorg) se determind por el Método
semi-micro Kjeldahl (APHA 1992). Seefinié al nitrogeno total (NT)
como la suma [Norg + (N-(N&@NOs)].

La concentracion de solidos en suspension (seston) se obtuvo a partir
del filtrado de volumenes conocidos dgua a través de filtros Whatman
GF/C previamente secados y pesadosoEsltros se dejaron secar en la
estufa (103- 105 °C) hasta peso constante (ARIHAcit). Para estimar el
peso seco libre de cenizas los filtmsn el material seco retenido fueron
calcinados a 530°C por 3 hs. Luego ldecalcinacion, los filtros fueron
pesados nuevamente y pdiferencia se estimd el contenido de materia

organica (MO) y materia inorgé&ca (MI) en cada muestra (APH¥p. cit).

Tratamiento _de las _muestras dibgicas, extraccion _de ADN vy

obtencion de los perfiles genéticae la comunidad por el método de
DGGE

El tratamiento detallado de las muestras fue descripto en el Capitulo

I, en la seccidon correspondiente a la metodologia de DGGE. A modo de
facilitar la lectura, en I&igura 3.1 se presenta un esquema resumen de la

metodologia utilizada para este trabajo.

73



Capitulo IlI

Prefiltracion secuencial de las muestras
(50 um; 20 pm; 3 um; 0.2 um)

l

Procesamiento de los
filtros de 0.2um

!

Extraccion de ADN (Protocolo de
extraccion con CTAB)

y

PCRopccE

'

Electroforesis en gel

Generacion de matrices de
datos

ANALISIS NUMERICOS

Figura 3.1: Esquema metodoldgico de la obtencién de los perfiles genéticos de la
comunidad bacteriana utilizando las técnicas de DGGE. Para mayor detalle, remitirse a

la seccion metodoldgica del Capitulo | de esta tesis.
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Descriptores de la comunidad bacteriana

Las matrices de intensidad relatiy de presencia-ausencia de OTU
obtenidas a partir de los perfilegenéticos de ambas lagunas fueron

exportadas a planillas de EXCEL pé&wa analisis subsiguientes.

La rigueza de OTU se obtuvo a pardie las matrices cualitativas
obtenidas para cada sitio de muestiemas, a partir de las matrices de
intensidad relativa se estimaron otros descriptores de diversidad para
cada fecha de muestreo en cada lagBoa.un lado, se estimd el indice de

Shannon-Weaver (1949) segun la formula:

H = - (pi)(log, pi)

dondeS corresponde al nimero de OTUb\corresponde a la contribucion
relativa de cada banda a la inteasidtotal de cada calle del gele(
intensidad relativa). De acuerdo Reet (1974), el indice de Shannon-
Weaver corresponde @po | de indices que incluye a aquellos indices que
resultan mas sensibles a cambiosl@s taxones menos abundantes que

conforman la comunidad.

Por otro lado, se estimé el indide Simpson (1949) de acuerdo a la

formula:
D=7y pi?

dondep; tiene el mismo significado memciado mas arriba. Este indice se
incluye dentro delipo I, que corresponde a aqusllmdices mas sensibles
a cambios en los taxones mas abundantes (@eeit). Para que la

interpretacion comparativa entre amidodices sea mas directa, se grafico

el indice complementario de Simpson (1-D).

De acuerdo al cumplimiento de los supuestos de normalidad y

homocedacia, se realizaron pruebas tdale Student (paramétrico) o
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pruebas de Mann-Whitney (no parancety para comparar los distintos

descriptores comunitarios entre ambas lagunas.

Para analizar la variacion tempoda la estructurde la comunidad
bacteriana en ambos sitios de muestreo, se tomaron ambas matrices
cuantitativas i(e. de intensidad relativa) y des aplico la transformacion
logio (1+y) donde ¥ corresponde al valor detemsidad relativa de cada
banda. Esta transformacion permreducir el sesgo que imponen los
taxones dominantes en relacion & l@mxones de menor representacion
cuando se comparan estructuras catauas diferentes (Clarke y Green
1988). A partir de estas matrices cuiativas transformadas se estimo el
coeficiente de similitud de Brayuttis (Legendre y Legendre 1998) de

acuerdo a la siguiente férmula:

S(b)(x1, X2) = I32+AC

dondeA corresponde a la suma de las intensidades relativas minimas entre
todas las OTU compartidas por el sitio 1 y 2 mientras Bug C
corresponde a la suma de intensidadelstotal de OTU presentes en el
sitio 1 y 2, respectivamente. De estanera, se obtuvieron 2 matrices de
similitud (una por cada laguna) demiaio 27 x 27. Con caduna de estas
matrices se realizO un analisde escalamiento multidimensional no-
meétrico (NMDS: non-metric multidiensional scaling) en donde los
cambios temporales de los perfilem@icos obtenidos en cada sitio fueron
representados en un espacio de 2 dsmmes. Este analisis se realizo
utilizando 30 configuraciones ini¢es aleatorias (Clarke y Greep. cit) y

el grado de ajuste entre la repreaeiitn en un espacio de baja dimension y
la matriz original fue determinaddilizando el indice de stress de Kruskal
(férmula 1) (Legendre y Legendre 1998)ya formula se describio en la

seccion metodoldgica del Capitulo Il de esta tesis.
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La ordenacion obtenida a partir del NMDS fue utilizada para
investigar la relacion entre dodescriptores comunitarioge( riqueza de
OTU; indice de diversidad de Sireon-Weaver e indice de similitud de
Simpson) y los patrones de compaddicde la comunidad bacteriana. Para
ello se correlacion6 cada uda estas variables con Issoresde los sitios
sobre cada uno de los 2 ejes de pad&n utilizando el coeficiente de

correlacion de Spearman.

Se realizé un ANOVA de un factora(tor “estacion del afio”) para
comparar la relacion entre unidadegsondémicas operativas (OTU) en los
distintos sitios durante las distintagaesones del aflo. Ademas, a partir de
las dos matrices de similitud previamerescriptas se calculd la matriz
complementaria de distancia (1- Similitud de Bray-Curtis) y para cada sitio
de muestreo se estimd el promedidaei®nal de distancia, el cual fue

utilizado para analizar la tasa cmbio bidtico estacional en cada caso.

Finalmente, se estimoO el indid® correlacion de Spearman para
analizar el grado de asociacion entre las condiciones ambientales locales y

los estadisticos de diversidadiesdos en cada sitio de muestreo.

77



Capitulo IlI

RESULTADOS
Parametros fisico-quimicos

La Tabla 3.1resume los valores maximos, minimos y medios de las

principales variables ambientales medidas en cada sitio.

Chascomus ElTriunfo

Media Max. Min. | Media Max. Min.

Temperatura (°C) 159 240 6p 16,1 240 55
Oxigeno disuelto (mg') | 9,5 144 6,2 8,9 128 4,0
pH| 9,1 9,4 9,0 9,1 9,9 8,2
Conductividad (mS cif) | 2,6 37 23| 17 27 14

Alcalinidad (MEqT) | 10116 15647 7926 8785 14339 6215
Turbidez(NTU) | 238 797 58 3,2 9,4 0,8
Seston (mgt) | 224 463 84 4,9 16 0,4

%MO| 412 56,1 304 924 100 70,6

NT (ug ") | 4216 18448 211§ 3141 11002 1254

FT (ugl) 720 1136 296 87 220 6

Tabla 3.1: Valores medios, maximos y minimos de los principales parametros
fisicos y quimicos medidos en ambos sitios durante el periodo de estudio. NT: nitrégeno

total; FT: fésforo total; %MO: porcentaje de materia organica en seston.
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En ambos casos, la temperatuwlal agua siguiéla tendencia
estacional, presentando los valoresimds en invierno y los maximos en
verano mientras que el oxigeno dika mostré un patron de variacion
inverso (.e. maximos en invierno y minimaan verano) y se correlacioné
negativamente con la temperaturg,{= -0,550, p = 0,008, N = 22, = -
0,646, p = 0,002, N = 20). Los valords pH, conductividad y alcalinidad
registrados resultaron deatdel rango tipico paraddagunas de la region.
En particular, tanto los valores dmnductividad como de alcalinidad
resultaron mayores en Chascomus que en El Triunfo y ambos parametros
se correlacionaron significativamente en ambos sitigs € 0,673, p <
0,0001, N = 2L;rmy = 0,755, p < 0,0001, N = 23) . La turbidez
nefelométrica y la concentracion detem reflejaron el estado de equilibrio
gue caracteriza a cada laguna y eada sitio se correlacionaron
significativamente ((cn = 0,988, p < 0,0001, N = 231, = 0,836, p <
0,0001, N = 24). Estos ultimos parétros descriptos (conductividad,
alcalinidad, turbidez y seston) evidgron una gran sincronicidad en
ambas lagunag-{gura 3.2 a-by Figura 3.3 a-b) y mostraron un marcado
aumento a partir del mes de octuloke 2008. Este aumento se debio al
descenso del nivel hidrométrico qge registré en todos los sistemas,
consecuencia del periodo seco quevasa la region. En relacion al
contenido de materia organica ensekton, los valores obtenidos indican
una marcada diferencia en la qmwsicion del mismo: en la laguna
Chascomus los solidos en suspénsiestan compuestos, en términos
generales, de partes aproximadataeiguales de materia organica y
materia inorganica, mientras que erddguna El Triunfo, casi la totalidad
del material en suspensiénreEsponde a materia organicéabla 3.1).
Finalmente, las concentraciones dsfé®o y nitrdgeno resultaron dentro

del rango caracteristico de sistemasrdicos e hipereutréficos y, en
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ambos sitios, se observd una tendencreciente del contenido de

nutrientes a partir de comienzos de octubre de 2008.
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Figura 3.2: Variacion temporal déa) la conductividad yb) la alcalinidad en

ambos sitios de muestreo.
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Capitulo IlI
Bacterioplancton

La Figura 3.4 corresponde a los perfiles rggicos obtenidos para
cada sitio de muestreo y en cada fecha.

Chascomus
Invierno E Rimavera i 1Otofio
2 g 5 o 8 8 818 3 38 8 =2 g ¢ 218 8
g = 3 = 2 > S1 % © o ) ) o 1e ] © © 38 5
: @ = ER F 919 9 ° < < T 9 2 E £ ,E&E
N 4 8 3 & 8!8 8 & 8 I 81§ 58 €18 4§

El Triunfo

]
Otofio Inviemo i Pimavera Verano Otofio
]

1.1 | ﬂ 2 4 ‘ :‘vl 4

Figura 3.4: Perfiles obtenidos por le técnica de DGGE en donde los fragmentos

de ~ 600 bp del gen 16S rARN fueron separados en un gradiente de 40% a 80% de

desnaturalizacion.
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En la laguna Chascomus seadtaron un total de 734 bandas en 65
posiciones diferentes, mientras quel@taguna El triunfo, el nimero total

de bandas detectadas fue de 405ridistlas en 52 posiciones diferentes.

El escalamiento multidimensional no métrico realizado en base a la
matriz de intensidad relativa transfaada obtenida a partir de los perfiles
genéticos de cada laguna, muestra dambios en la estructura de la
comunidad bacteriana en ambos siao® largo del periodo de muestreo.
Sobre los ejes se indican las wabtes bidticas que correlacionaron
significativamente con los ejes de amdeion. Las flechas rojas indican el

sentido de aumento de dichas variablEgra 3.5).

La ordenacion de las fechas deastwmeo en cada sitio indica cambios
graduales en la estructura de la posicion del bacterioplancton a lo largo
de todo el periodo de estudio. Pargalguna Chascomus, estos cambios de
estructura resultarormas pronunciados a mediados de las distintas
estaciones (CH 4-5: entre 19 de may® ge julio de 2008; CH 8-9: entre
15y 30 de julio de 2008; CH 14-15:tem6 y 20 de octubre de 2008 y CH
21-22: entre 21 de enero y 3 de fgbr de 2009). Por otro lado, en la
laguna EIl Triunfo los cambios mas marcados ocurrieron entre la primera y
segunda fecha de muestreo (entr@ glde marzo y 21 de abril de 2008);
hacia el final del otofio (TRI 5-6: est® de junio y 17 de junio de 2008); a
mediados de la primavera (TRI 14-Entre 6 y 20 de octubre de 2008) y
hacia el final de la primavera (TRl 17-18: entre 24 de noviembre y 9 de
diciembre de 2008).
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Figura 3.5: Escalamiento multidimensional que representa el cambio en la
estructura de la comunidad en ambas lagunas durante el periodo de estudio. Las lineas
de punto unen fechas consecutivas de muestreo. Las flechas circulares indican la
tendencia general del cambio estacional. Stress de Kruskal (1): Chascomus: 0,18; El

Triunfo: =0,19
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Las correlaciones observadas eriie ejes de ordenacion y los
estadisticos biolégicos indican que t@snbios temporales en la estructura
de la comunidad de laguna Chascomus se caracterizaron por un aumento
en la rigueza de OTWgiqueza otu-oim 1= 0,420, p = 0,033, N = 28kigueza
otu-bim 2 = -0,510, p = 0,008, N = 26), una variacion de dominancia
general que se reflejo tanto en dtpsefilotipos de mayor contribucién
relativa {.e. filotipos “dominantes”) ( ingice o- pim 2= 0,484, p = 0,012, N =
26) como en aquellos de poca contribacrelativa al totate la sefial del
perfil genético i(e. filotipos “menos abundantes™ fice 1- oim 2= -0,490, p
= 0,011, N = 26). Para el caso deldé&guna El Triunfo, la tendencia
temporal también se caracteriz6 parvariacion de la riqueza de OTU
(rrigueza otu-oim 1= -0,396, p = 0,041, N = 27) pero los cambios en la
estructura de la comuwtad resultaron mejor explicados por cambios en la
dominancia de los filotipos de menwontribucion a la sefial total {gice -
pim1=-0,386, p = 0,047, N = 27).

El andlisis estacional de la nacion de riqueza de OTU indicé
diferencias significativas entre las tih$as estaciones del afio sélo en la
laguna Chascomus (p = 0,012) y eneesitio la riqueza resultd mayor
durante la primavera (33 £ 2 OTWjigura 3.6).

El grado de reemplazo de OTWe( cambio bidtico estacional) se
indica en laFigura 3.6 como la variacion del incke de distancia de Bray-
Curtis. Los resultados obtenidos indican que la laguna El Triunfo mostro
una mayor variabilidad estacional en la composicion del bacterioplancton
mientras que la composicién de estanunidad en la laguna Chascomus

tendid a estabilizarse hacia el final del periodo de muestreo.
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Figura 3.6: Riqueza de OTU y distancia promedio de Bray-Curtis estimados a
partir de la matriz de intensidad relativa de bandas obtenida a partir del perfil genético

de cada laguna. Los asteriscos indican diferencias significativas en la rigueza de OTU.
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La Tabla 3.2 resume los valores de los distintos indices de
diversidad calculados para cada sd® muestreo mientras queHggura
3.7 (a, by ¢) muestra la variacion comparada de los mismos durante todo

el periodo de estudio.

indice de diversidad de indice de diversidad de

Simeson (D) Shannon- Weaver (H)

Media Méax. Min. CV Media Max. Min. CV Media Max. Min. CV

(%) (%) (%)
Chascomus 28 36 16 19,0 0,04 0,06 0,03 22,2 4,71 5,08 3,98 6,4
El Triunfo 15 25 5 350 0,09 0,21 0,05 435 3,71 455 2,29 15,1

Riqueza de OTU

Tabla 3.2: Valores medios, maximos, minimos y coeficiente de variacion (CV) de los

distintosindices de diversidad estimados para cada sitio de muestreo

En términos generalegnto la rigueza de OTU como ambos indices
de diversidad variaron durante todb periodo de estudio y los valores
estimados indicaron que, en promedidpgparametros bidticos resultaron
significativamente mayores en laglama Chascomus que en la laguna El
Triunfo (p< 0,001 para las tres comparacionésyjra 3.7 a by c). Las
fluctuaciones de estos estadisticos ltasbn mas marcadas en la laguna El
Triunfo que en la laguna Chascomugg,ambos sitios, la mayor variacion
se observo en el indice de Simpson @)cual es mas sensible a cambios

en los taxones mas abundantEshla 3.2).
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La Tabla 3.3 muestra las correlaciones entre los parametros

biologicos y ambientales en cada sitio de muestreo.

Al analizar la relacion entre los descriptores biol6gicos de la
diversidad bacteriana y los factsr ambientales locales se obtuvieron

resultados contrastantes entre ambos sitio de muestreo.

En el caso de la laguna Chasus, los resultados indican una
marcada asociacion de las condicioaswientales locales con la riqueza y
diversidad de la comunidad bactera. En particular, los factores
relacionados con la productividad dedtema y la variabilidad del recurso
(NT, PT, %MO) asi como los factoreslacionados con la estacionalidad
(T°) y la transparencia de la columda agua (seston, turbidez) resultaron
significativos en la determinacion da estructura de la comunidad

bacteriana.

Por el contrario, en la laguna Efiunfo, ninguno de los parametros
ambientales considerados mostuma relacion significativa con los

descriptores biologicos de esta comunidad.
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Chascomus

Pardmetro H D Turb OD Temp Cond pH NT FT Seston %MO Alc
Riqueza OTU 0,989 -0,977 0,650 -0,270 0,437 0,339 -0,060 0,489 0,680 0,666 -0,442 0,560
< 0,001 < 0,001 < 0,001 0,208 0,041 0,112 0,785 0,013 < 0,001 < 0,001 0,027 < 0,001
26 26 22 23 22 23 23 25 25 25 25 21
H -0,992 0,642 -0,226 0,393 0,263 -0,053 0,435 0,639 0,624 -0,428 0,512
< 0,001 < 0,001 0,295 0,070 0,222 0,806 0,030 < 0,001 < 0,001 0,033 0,018
26 22 23 22 23 23 25 25 25 25 21
D -0,635 0,200 -0,361 -0,276 0,082 -0,405 -0,652 -0,617 0,427 -0,483
< 0,001 0,357 0,097 0,200 0,706 0,045 < 0,001 < 0,001 0,033 0,026
22 23 22 23 23 25 25 25 25 21

El Triunfo

Pardmetro H D Turb oD Temp Cond pH NT FT Seston %MO Alc
Riqueza OTU 0,996 -0,988 0,096 0,317 -0,037 -0,025 0,077 0,144 -0,257 0,072 0,118 -0,142
< 0,001 < 0,001 0,650 0,121 0,868 0,902 0,711 0,479 0,193 0,720 0,553 0,493
27 27 24 25 21 25 25 26 27 27 27 25
H -0,993 0,060 0,343 -0,058 -0,053 0,057 0,115 -0,256 0,054 0,132 -0,135
< 0,001 0,777 0,092 0,797 0,798 0,784 0,574 0,194 0,785 0,508 0,515
27 24 25 21 25 25 26 27 27 27 25
D -0,007 -0,320 0,090 0,083 -0,013 -0,088 0,297 -0,030 -0,141 0,180
0,972 0,118 0,690 0,689 0,949 0,664 0,130 0,878 0,479 0,385
24 25 21 25 25 26 27 27 27 25

Tabla 3.3: Correlaciones entre los estadisticos descriptores de la comunidad bacteriana y los parametros fisico- quimicos de cada sitio de
muestreo. Para cada par de variables se muestra el coeficiente de correlacion de Spearmary el dafmra cada comparacidth. indice de
Shannon-WeaveD: indice de Simpson; Turb: turbidez; OD: oxigeno disuelto; Temp: temperatura; Cond: conductividad; NT: nitrdgeno total,

FT: fosforo total; %MO: porcentaje de materia organica en seston; Alc: alcalinidad
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DISCUSION
Consideraciones metodoldgicas

Para este analisis se han m#llo tanto los datos de presencia-
ausencia de OTU como la intensiddal bandas de DGGE para analizar la
variacion de la estructura de la aomdad bacteriana en dos sistemas que
presentan estados de equilibrio costinates. De acuerdo a lo analizado y
discutido en el Capitulo | de esta sgda aplicacion de la técnica de PCR
en muestras heterogéneas puedeadificar la proporcion del producto
respecto a su proporcion en la ntwesoriginal (Suzuki y Giovannoni
1996), comprometiendo de esta man@sainterpretaciones cuantitativas.
Sin embargo, numerosos trabajos ltlemostrado que los cambios en la
intensidad relativa de las bandas s@relacionan con cambios en la
abundancia relativa de las resipexs poblaciones dentro de una
comunidad (Nubekt al. 1999; Riemanret al. 1999; Casamayoet al.
2000; 2002). En consecuencia, a los dirmmparativos y dada la alta
reproducibilidad de esta técnica (Schageieal. 2003; Diezet al. 2001), la
utilizacion de los datos de intenadl relativa de bandas resulta una
aproximacion adecuada para analis cambios relativos de abundancia
de las distintas poblaciones que confan la comunidad bacteriana en

cada uno de los sistemas considerados.
Variacion temporal de las caracteristicas ambientales

El analisis de las variables ambtigles reflejo el estado de equilibrio
alternativo que caracteriza a cada W las dos lagunas analizadas y
coinciden con las despaiones previas realizadas en estos sistemas
(Quirdset al.2002; Torremorelet al. 2007; Allendeet al. 2009; Silvosaet
al. 2010). Durante el ciclo anual considdo, la region atravesd por un
periodo de sequia que sadujo en un descensgeneralizado del nivel

hidrométrico en las lagunas de la tagiEste descenso volumétrico causoé
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un efecto de concentracion de nutrisn&si como también un aumento de
la resuspension de material deselesedimento que se reflejd6 en un
aumento de la turbidez. Estagbservaciones concuerdan con las
previamente realizadas por Quirgs colaboradores (2002) quienes
sefalaron que las condiciones exiasnde sequedad los periodos de
lluvias intensas que caracterizam la region generan procesos de
concentracion-dilucion de sus compomsntjue conllevan cambios en la
estructura y el funcionamiento de los sistemas pampeanos.
Independientemente de los valoress@btos de las variables fisico-
guimicas medidas en cada laguna, andigitemas mostraron un alto grado
de coherencia temporal en la resgiaea los cambios ambientales. Estos
cambios sincronicos observados evidencian la influeaamvel regional
gue ejercen los factores ambientadebre las variables fisicas y quimicas
de estas lagunas (Quirés al. op. cit. 2006; Quirds 2005; Sosnovsky y
Quiros 2006).

Comunidad bacteriana

El analisis de los perfiles geiebs (Figura 3.4) asi como la
visualizacion de los cambios en latrastura comunitaria a través del
escalamiento multidimensional (Figura 3.5) no evidenciaron cambios
abruptos en la estructura de lamemidad bacteriana entre las sucesivas
fechas de muestreo en cada uno desistemas analizados. En términos
generales, ambas series temporaiestraron un patron general de cambio
estacional que resultd mas marcado la laguna El Triunfo (clara
vegetada) que en la laguna Chascertturbia). Estos patrones coinciden
con los resultados obtenidos porrivder Gucht y colaboradores (2001)
quienes compararon la composrti y la dinamica estacional del
bacterioplancton en un lago turbiBlankaart) y un lago claro vegetado

(Visvijver) en Bélgica. Estos autorebservaron que, mientras que en el
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lago turbio los cambios resultaron duales, el lago claro mostré un patrén
de cambio mas pronunciado que result@ mmarcado hacia el final de la
primavera e inicio del verano. En est#bajo, los autores sugirieron que las
altas tasas de cambio obsmtas en el lago claro estarian asociadas a la
muerte masiva de las macrofitas sugieas que ocurrio durante el verano
y que produjo un marcado descert® nivel de oxgeno, mortandad
masiva de los peces y condicionesnmataneas de “aguas turbias”. Esta
dindmica no se observo en la lagunaTBElnfo. Sin embargo, los datos
aqui presentados resultan una emitla mas de que las diferencias
ecoldgicas entre las lagunas pueden influenciar de manemanciada la
composicion de la comunidabacteriana (Horner-Devinet al. 2004).
Dado que la presencia de vegebaciacuatica en sistemas someros
influencia de manera directa @inamica de nutrientes, la produccion
primaria fitoplancténica y la produccion secundaria (flagelados
heterotroficos y zooplancton) (Scheffdral. 1993), se plantea la hipotesis
de que la presencia de macrofitas titunsia un factor determinante de la

estructura de la comunidad bacteriana en sistemas claros poco profundos.

Ademas, a pesar de la sincronicldzbservada en la variacion de los
parametros fisico-quimicos de laguna Chascomus y El Triunfo, los
cambios temporales de la esftura comunitaria no resultaron
concordantes entre los dos sistemas y la relacion entre los descriptores
comunitarios y los parametrommbientales mostraron un patrén
diferenciado que indicaria distintoagio de conexion entre las variables

limnoldgicas locales de cada laguna canflictores climaticos regionales.

En el caso de la laguna Chascaenal patron comunitario resulté
comparativamente mastable a lo largo del tiempo y las correlaciones
observadas entre los estadisticosldgicos y las variables abidticas

evidencian la influencia de losdtores ambientales que operan a nivel
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regional en la determaicion de la dindmica de la comunidad. Estos
resultados son congruentes con los djab previos realizados en este
cuerpo de agua en donde se observéegiste una estrecha conexion entre
la variacion estacional de la radiaciénlar incidente, el contenido de

foésforo del material particulado, lamcentracion de seston y la estructura y
funcionamiento del fitoplancton y del zooplancton (Llane¢sal. 2009;

Torremorellet al2009; lachetti 2011; Lagomarsiebal.en prensa).

Por el contrario, en la lagunal Triunfo el patréon de variacion
comunitario resulté mas dinamicong se detectd ninguna relacion directa
significativa entre los estadisticosoldigicos y las variables ambientales
consideradas. En este sentido cab&tadar que en el caso de periodos de
sequia, la influencia tleio Salado sobre las lagunas localizadas sobre su
cuenca disminuye y en consecuendia, influencia de los factores
intrinsecos de cada cuerpo de agoare la dinamica local resulta mas
evidente (Renella 2007 en Silvosb al. 2010). De acuerdo con esto, la
falta de relacion entre los descriptobeslidgicos y los factores ambientales
haria suponer que, al menos durant@eziodo considerado, los factores
intrinsecos de este sistema juiga un rol preponderante en la
determinacion de la dinAmica tempodal bacterioplancton de esta laguna
(Kentet al.2007).

Cabe mencionar, ademas, que en eségpo de agua la variacion del
patréon comunitario resultd mas méinciada por cambios en las OTU
menos representadas, de acuerdosactarelaciones observadas entre los
descriptores comunitarios y los efs ordenacién del NMDS. Una posible
explicacion a esta observacion podrilac®narse con el aumento de la
turbidez en esta laguna. De acuemldos resultados obtenidos y a las
observaciones realizadas por Kisanoges (2004), resia probable que

el descenso del nivel hidrométrico haya favorecidaelsuspension de
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sedimentos desde el fondo con ehcomitante transporte de bacterias
bénticas dentro de la columna de adtiste aporte de organismos desde el
bentos afectaria la dinamica dekkerioplancton aumentando la proporcion

de bacterias ticoplancténicas en la estructura de la comunidad.

Como se mencionara en la intredion, resultan escasos los trabajos
gue analicen de manecamparada el patron de variacion temporal de la
comunidad bacteriana a lo largo deperiodo anual y, en particular, este
trabajo constituye el primer analisis dste tipo para sistemas someros de
Sudameérica. El principal aporte de egpe de analisis es poder discernir la
importancia relativa que poseen aquefastores que ejercen influencia a
nivel regional y aquellos inherentes cada tipo de sistema en la
determinacion de la estructura asmtaria y su funcionamiento. Este
conocimiento resulta imprescifdie para poder gerar un marco
predictivo que permita analizar logosibles efectos de la actividad
antropica sobre este tipo de sistemasryparticular, sus efectos sobre la

comunidad microbiana.
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista del mpmnede ecosistemas y de la
conservacion, entender los factores gaatrolan la biodiversidad a nivel
local constituye uno de los objetivos trates de la ecologia general. En
este sentido, la evidencia empirgagiere que la produccion primariae(
la tasa de captura de energiafijacion de carbono por parte de los
productores primarios) ejerceria un fimhdamental en la determinaciéon de
la biodiversidad, especialmente ¢k riqueza especifica, en plantas y
animales (Mittelbaclet al. 2001; Evan®t al. 2005). La forma de expresion
cuadratica o curva unimodal sonslaelaciones mas frecuentemente
observadas entre la productividad de $istemas y su riqueza especifica,
aunque otras relaciones tammbiéesultan posibles (Waidet al1999;
Mittelbach et al. op.cit). La comunidad microbiana no parece ser la
excepciéon y diferentes trabajos sugierque los microorganismos y, en
particular, el bacterioplancton, siguestos patrones ecolégicos observados
en macroorganismos (KauzingeMprin 1998; Bohannan y Lenski 2000;
Kasseret al. 2000; Horner-Devinet al. 2003; Prossest al2007).

En el caso de los sistemas dmas, existe una estrecha relacion
entre la radiacion incidente y la produccién primaria del ecosistema. Esta
relacion resulta aun mas relevante etesnas someros ricos en nutrientes,
en donde la disponibilidad de luz encdalumna de agupuede resultar el
factor limitante de la productividadel sistema (Scheffer 1998), como

ocurre en los sistemas acuaticos pampeanos.

La laguna Chascomus (35° 36’S; 88'0) es, quizas, el cuerpo de
agua mas extensamente estudiadoladeegion Pampeana. Este sistema
turbio presenta un régimen de mezcla polimictico y, excepto por algunas
zonas litorales vegetadasarece de macréfitas aigadas. Los estudios

previos realizados en esta lagunacdadi que la productividad primaria de
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este sistema esta limitada por lspdinibilidad de luz y que tanto los
patrones de produccion anual fitoplamsta asi como los de variacion de
seston en la columna de agua se entran directamente relacionados con
la radiacion solar incidentdo] (Torremorellet al. 2007). Estos trabajos
han evidenciado, ademas, que knsparencia del agua (Torremoraf.
cit.) y el contenido de fésforo pamidad de seston (Lagomarsiebal. en
prensa) se relacionan dmanera inversa comg En conjunto, estos
resultados indican que la disponibilidae luz es un factor clave para
entender el funcionamiento de aljpe sistemas cuya turbidez tiene un

origen biogeénico.

En relacion al bacterioplanctorigps resultados obtenidos en el
Capitulo 11l de esta tesis sugieren das factores extrinsecos resultarian
mas importantes en la determinacion ldeestructura de la comunidad
bacteriana en la laguna Chascomus.abeerdo con esto y dada la fuerte
influencia que ejerce la irradianciacidente en la determinacion de la
dindmica temporal de este cuerpo deiag en este capitulo se explora la
relacion existente entre la produmti primaria fitoplanctonica (factor
directamente dependiente de ilmadiancia) y la rigueza taxonomica
bacteriana. En particular, se analizaesie aspecto de la biodiversidad del
bacterioplancton responde a los camiiesiporales de la productividad
primaria del sistema gi el patron observado coincide con los patrones
generales observados para otros misgaos. Para ello, se realizé un
experimento a nivel de mesocosmos en donde se manipuld la
disponibilidad de luz de forma Itale reproducir la condiciones de
limitacion por luz que caracterizan a esta laguna. En este sistema
experimental se aplicaron técnicasoleculares acopladas a técnicas
estadisticas de extrapolacion partinesr la riqueza de OTU bacterianos y
permitir la comparacion entre las disés réplicas de los tratamientos.

Ademas, los resultados obtenidos p&acomunidad bacteriana fueron
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comparados con los patrones de ezp algal obtenidos para el mismo

sistema.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

El experimento se llevo a cabo en el predio del Instituto Tecnologico
Chascomus, en 12 tanques de 3000 litl®sapacidad (2 m de didmetro x
1 m de altura). Los tangsiese agruparon de a tres y se ubicaron debajo de
una cubierta de filtros de densidadutra de forma tal de obtener los 4
niveles de tratamiento (100% de drancia incidente; 75%; 50% y 25%).
La cobertura se ubico en todos loasos a una altura de 2,2 im.(1,2 m
por encima del borde superior daehque) de forma kade permitir una

ventilacion suficiente y evitar calentamiento por “efecto invernadero”
(Figura 4.1).

Los tanques se llenarowrt agua sin filtrar proveente de la laguna
Chascomus. Para esto, el aguaremogida por un camion cisterna de 10
m® de capacidad y transportada imfis¢amente hacia los tanques. Los
tanques se llenaron hacia el final ldeprimavera (10 de noviembre de
2006) y, una vez llenos, el agua dada tanque permaneciéo en mezcla
constante por la accion de un sistema de aireacion colocado en cada uno de
ellos. La intensidad de mezcla rd8ulo suficientemate enérgica como
para evitar la estratificacion perono tanto como para impedir el
hundimiento de aquellas espexialgales mas pesada®.(diatomeas).
Ademas, como consecuencia del cambitadeslocidad de mezcla entre la
laguna y el tanque, en el fondo se ob&erl depdsito de una capa fina de

sedimentos.
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Figura 4.1 Esquema del disefio experimental desarrollado para este trabajo. Los
carteles amarillos indican el nivel de tratamiento de irradiancia incidente para cada

grupo de tanques.

El periodo de estabilizacion s nuevas condiciones de los
mesocosmos fue de una semana y, durante ese tiempo se realizaron
mediciones ocasionales de pH, oxigersu€lito y transparencia. El periodo
de muestreo formal comenzo el @& noviembre de 2006 y finalizé el 12
de diciembre de 2006. Para el anglisealizado en este trabajo, se

utilizaron los datos de la fecha de estreo en que la diferencia de
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produccion primaria entre los tratamiestfue maxima (5 de diciembre de
2006).

Parametros fisico-qguimicos y produccion primaria fitoplanctonica

La radiacion solar se monitorele manera continua utilizando un
radiometro ubicado sobre el techo ohstituto, a unos 50 m de distancia de
los tanques. El radidmetro (IL 1700aternational Laight) consta de 3
sensores: uno para radiacion fobssticamente activa (PAR) (400-750
nm); uno para radiacion ultraviolefa (UVA) (320- 400 nm) y uno para
radiacion ultravioleta B (UVB) (295-326m). El instrumento se encuentra
conectado a una computadora y ddquisicion de datos ocurre a una
frecuencia de 5 min durante las 24 hs del dia. Ademas, se monitoreo la
radiacion incidente que alcanzabaslaperficie de agua de los tanques
utilizando un radiémetro sumergible (Eldonet; Real Time Computers, inc.).

Se obtuvieron los perfiles verticalds irradiancia en la columna de
agua (350-750 nm) a partir de urpestro-radiometro (USB 2000, Ocean
Optics, Dunedin, FL, USA) conectadana sonda de fibra optica. A partir
de estos perfiles, se estimé el coefitdiede atenuacion vertical de la luz
(kdear) para cada tanque. Luego, se eStila irradiancia media en la

columna de agua{dq) segun;
Imedia= (lo- €*' P9/ (kd (PAR)- 2)

donde § es la irradiancia media incidie durante las horas de luajl
(PAR), es el coeficiente deestuacion vertical de la luzZla profundidad
de la columna de agua. Estastedeinaciones fueron realizadas por
personal del Laboratorio de Ecolagi Fotobiologia Acuatica 1IB-INTECH
(Gonzalo Pérez).

Se monitored la temperatura y ldrastura térmica de la columna de

agua de manera continua utilizanglo sistema continuo de adquisicién de
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datos {ie. data loggersTermochrons, OnSolution)Para ello, en cada
tanque se colocdé un sensor a ~ dfi de profundidad. Ademas, se
colocaron dos grupos de 4 sensoreseaspaciados desde la superficie al
fondo en dos tanques correspondientes a los tratamientos mas extremos
(i.,e. 100% y 25% de irradiancia incidente).

Ademas, se realizaron medicionassitu diarias de temperatura del
agua, pH (pH-imetro Orion; ATI @n, VWR Scientific); conductividad
(Hach Company), turbidez nefelométrica (Turner Design SCUFA),
profundidad del disco de Secchi y geno disuelto (YSI 5000 meter; YSI
Incorporated).

En el laboratorio se realizarorsldeterminaciones de seston y de los
nutrientes principales (totales y difos). La concentracion de sélidos en
suspension (seston) se obtuvo a pairfiltrado de volumenes conocidos
de agua a través de filtros Whatm@F/C previamente secados y pesados.
Estos filtros se dejaron secar &m estufa (103- 105 °C) hasta peso
constante y la determinacion se realizor diferencia de pesos entre el
filtro conteniendo el material antgs después de ser secado en estufa
(APHA, 1992). La determinacion de natnies se realizé a partir de
muestras sin filtrar (nutrientes totg)ey filtradas (fraccién disuelta). La
concentracion de fésforo se evalu6 mbrMétodo del Acido Ascorbico,
previa digestion acida de la muestta. fraccion particulada de fosforo se
determiné por diferencia entre loncentracion de fosforo total y la
fraccion de fosforo disuelta. La detenacion de nitritos y nitratos (N-
(NO,+NQOs) se llevo a cabo por el Métodie Reduccion con Cadmio, el
amonio se determind por el Métodd &enato, mientras que el nitrégeno
organico (Norg) se determino por MEtodo semi-micro Kjeldahl (APHA
1992). Se definié al nitrogeno totéiNT) como la suma [Norg + (N-
(NO,+NQ3)]. Estas determinaciones foer realizadas por Leonardo

Lagomarsino, José Bustingorry y Roberto Escaray en el INTECH.
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En relacion a la determind@ci de la produccion primaria
fitoplanctonica, se tuvo acceso & ldatos de las determinacionesitu de
produccion realizadas por el método H€ (Steeman- Nielsen, 1952) en
cada una de las réplicas expemtades. Estas determinaciones fueron
realizadas por Ana Tomorell en el marco del desarrollo de su tesis

doctoral.

Comunidad fitoplancténica

El analisis de la fraccion picodiplancténica (0,2- 2 um) se realiz6 a
partir de muestras recolectadasfeascos de PVC de 100 ml las cuales
fueron fijadas con glutaraldehido al 2P@ara los recuentos de esta fraccion
se procedio a la filtracion en oscumdde una dilucion 1:4 de las muestras
a través de membranas Nucleoporgaolkcarbonato de 0,22 um de poro de
color negro. Para cada réplica espental se realiz6 un preparade (se
contd con 3 recuentos por cada tratantug los cuales se preservaron en
freezer a -20°C. Se utilizo el noéo de recuento directo utilizando un
microscopio Nikon equipado para epifluorescencia bajo un aumento total
igual a 1000X. (Kepner y Pratt, 1994)os recuentos se realizaron
utilizando luz verde para Cyanobaca (BP 546 nm, FT 580 nm, LP 590
nm) y luz azul para picofitoplaton eucaridtico (BP 450-490 nm, FT 510
nm, LP 520 nm) (Callieri y Pinolini995). En los recuentos de ambas
fracciones se aceptd comwaximo un error del 20% en la estimacion de la
abundancia. La estimacion final de naisma, expresada en numero de
individuos mt* resulta del promedio de losauentos de los tres preparados
de cada tratamiento.

Las muestras para el analisisalitativo de la fraccion nano- (2- 20
pum) y microplanctonica (> 20 um) de la comunidad fitoplanctonica fueron

colectadas utilizando una red de 20 & poro, a fin de concentrar
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convenientemente el material, yjaflas con formol al 2%. En el
laboratorio, las muestras fueron observadas bajo microscopio optico.

Para la clasificacion sistematical deaterial algal recolectado se
adoptdé en general el criterio dBourrelly (1970, 1972, 1981). La
determinacion taxonomica de las a&@ga&e realiz6 en base a sus
caracteristicas morfolégicas. Paraid@ntificacion a nivel especifico se
consultd principalmente la siguientébliografia: Komarek y Fott (1983)
para las Chlorococcales; Komargk Anagnostidis (1999), Koméarek y
Anagnostidis (2005) y Komarek (200®gara Cyanobacteria; Javornicky
(2003) para las Cryptophyceae; Vinoetiral. (1994) y Tell (1973) para las
Bacillariophyceae.

Para el analisis cuantitativo das fracciones algales nano- y
microfitoplanctonicas se recolectorahterial en un frasco de PVC de 250
ml el cual se fij6 con Lugol aciddado al 1%. Las muestras, previamente
diluidas al 2% con agua MQ, fueronlecadas en camaras de recuento de
10 ml y se dejaron sedimentar p&4 hs previo a su observacion bajo
microscopio invertido. Para cada liép de los cuatro tratamientos se
contaron dos camaras. Las abundansagstimaron mediante el método
de microscopio invertido (Uterahl, 1958), aceptando como maximo un
20% de error en la estimacion de daundancia de las entidades mas
frecuentes (Venrick, 1978). Para é&stimacion del error se aplico la

siguiente féormula:
dondeees el error porcentua,el desvio estandan,el nimero de campos,

x la media muestral ¥(v.n-1) €l valor obtenido a partir de la distribucion de
Student considerando un alfa de 0,06s valores obtenidos para cada

réplica, expresados en nimero de individuos (md. mi*), resultan del

105



Capitulo IV

promedio de los valores estimadosd#msidad a partir de las dos camaras

contadas para cada una.

Bacterioplancton: Extraccion de ADN y obtencion de los perfiles

genéticos por el método de DGGE

En cada réplica experimentade obtuvo una muestra cuyo
tratamiento fue idéntico al descoptpara las muestras ambientales
detallado en el Capitulo | en la senticorrespondiente a la metodologia de
DGGE. A modo de facilitar la lectura, en Fagura 4.2 se presenta el

esquema resumen de la metodologia utilizada para este trabajo.

Prefiltracién secuencial de las muestras
(50 um; 20 um; 3 pm; 0.2 pm)

Procesamiento de los
filtros de 0.2um

Extraccion de ADN (Protocolo de
extraccion con CTAB)

Electroforesis en gel

Generacion de matrices de
datos

‘ ANALISIS NUMERICOS ‘

Figura 4.2: Esquema metodologico de la obtencion de los perfiles genéticos de
la comunidad bacteriana utilizando las técnicas de DGGE. Para mayor detalle, remitirse

a la seccion metodologica del Capitulo 1.
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Estimacion de la rigueza taxondmica

Para la fraccion fitoplanctdénica may@ano- y microfitoplancton) se
determiné la riqueza especifica conm@ numero total de especies
morfologicas registradas en cada tanque experimental.

En relacion al bacterioplanctola, riqueza de OTU fue estimada por
extrapolacion a partir de los perfilegenéticos cualitaos (presencia-
ausencia) obtenidos para cada uda las réplicas de los cuatro
tratamientos. Para ello, se utilila aproximacion no parametrica (Hughes
et al. 2001; Bohannan y Hughes 2003)iegndo la estimaciéon de Chao
(1984) de acuerdo a la féormula:

Chaol =S,,s + (% 2b)
donde S5 corresponde al numero de OTU observadasprresponde al
numero de OTU observadas una sola &ag(eton$ y b corresponde al
niamero de OTU observadas dos vecdsubletonk Los célculos se

realizaron utilizando el programa EstimateS (Colwell 1997).

Analisis multivariados

Para comparar la estructura [@ecomunidad bacteriana entre los
tratamientos, se tomd la matrde intensidad relativai.¢. matriz
cuantitaiva) y se le aplico la transformacifog,, (1+y) donde Y~
corresponde al valor de intenadd relativa de cada banda. Esta
transformacion permite reduciel sesgo que imponen los taxones
dominantes en relacién a los taxomes menor representacion cuando se
comparan estructuras comunitari@arke y Green 1988) diferentes. A
partir de estas matrices cuantitatii@ssformadas se estimo el coeficiente
de similitud de Bray-Curtis (Legelre y Legendre 1998) de acuerdo a la

siguiente féormula:
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S(b)(x1, X2) = I32+AC

dondeA corresponde a la suma de las intensidades relativas minimas entre
todas las OTU compartidas porslaéplicas 1 y 2 mientras quey C
corresponde a la suma de intensidadielstotal de OTU presentes en las
réplicas 1 y 2, respectivamente. Bgta manera, se obtuvo una matriz de
similitud de tamafio 12 x12. A partir det@snatriz se calculé el promedio

de similitud por tratamiento. Luego desta transformacion, la matriz
original fue reducida a una matriz teenafio 4 x 4 y conlla se realizé un
analisis de agrupamientol(stel) basados en dicho promedio y utilizando

el método UPGMA (nweighted pair- group average linkggeomo

algoritmo de enlace.

Ademas, se analiz6 la correlaciortrea composicién del micro- y
nanofitoplancton con la composicion ldecomunidad bacteriana entre las
distintas réplicas de los tratamientBara ello, se cotrsiyd una matriz de
similitud aplicando el indice de Brayd@is a partir de los datos de
densidad algal estimados a partir de lecuentos realizados por la técnica
de microscopio invertido. Esta matde similitud algal se comparo con la
matriz de similitud genética obtenidaara el bacterioplancton (ambas
matrices de tamafio 12 x 12). La cargridon de las matrices de similitud
se realizé utilizando el test de Wal basado en el coeficiente de
correlacion de Spearmams) (Legendre y Legendr 1998). La prueba
realizada fue unilateral, sobre lagi@n superior de ladistribucion de
referencia (| rs > 0). Tanto los analisis ddustercomo el test de Mantel

fueron realizados con el programa XLStat (AddinSoft SARL).
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Analisis univariados

Se aplicaron modelos de regresiliireal y cuadratica para examinar
la relacion entre la rigueza y lagguctividad en las dos comunidades
analizadasife. fitoplancton y bacterioplanctonfntes de cada analisis se
realizaron tests de Kolmogorov- 8nov y tests de correlaciéon de
Spearman para comprobar el cumpéimio de normalidad y homogeneidad
de varianza, respectivanten Sélo se presentan los datos de aquel modelo

gue resulté significativo parxpglicar los patrones observados.

Ademas, se realizaron ANOVA de uactor para comparar la
relacion entre las variables fisico-gu¢as y bioldgicas entre los distintos
tratamientos. Finalmente, se estieldindice de correlacion de Spearman
para analizar el grado de asmmon entre las variables oOpticase(
profundidad del disco de Secchi, tuldz nefelométrica, concentracion de

seston y kd).

Dado que en este trabajo sOloas®lizaron los datos obtenidos en
una unica fecha de muestreo, parte emndlisis se asumié un 10% de
probabilidad de cometer error dep®i | (probabilidad de rechazar la
Hipotesis nula cuando ésta es verdafleEn consecuenciae consideran

diferencias significativas g# 0,10
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RESULTADOS
Parametros fisico-quimicos

La Tabla 4.1 resume los valores medipara cada tratamiento de los
distintos parametros fisico-quicois correspondientes a la fecha de
muestreo que se analizen este trabajo. La irradiancia media diaria
incidente [;) en esta fecha fue de 130, 29 W mientras que el valor
minimo de irradiancia media {49 €n la columna dagua resulté de 2,61
W m? (tratamiento de 25% de irradiancia incidente) y el maximo de 9,00

W m* (tratamiento de 75% de irradiancia incidente).

Los valores de temperaturaH poxigeno disuelto y conductividad
medidos en los mesocosmos resoltadentro del rangobservado en la
laguna Chascomus (Torremoredt al. 2009). La variacion de temperatura
se correspondio con la vacion de la temperatura ambiente, sin embargo,
se observaron diferencias entre lostidies tratamientos. Al realizar el
promedio diario de temperatura, temperatura media ela columna de
agua del tratamiento de 100% de ireamtiia incidente resulté 2,9 °C mayor
que la temperatura en el tratamied® 25%. El pH resultd alcalino y la

concentracion de oxigeno se mantuvaaeate los niveles de saturacion.
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Tratamiento (% de Irradiancia Incidente)

Parametros fisico-quimicos (media + SD)

100 75 50

25

Profundidad (cm)
Temperatura (°C)
Oxigeno Disuelto (mg)
pH

Profundidad del disco de Secchi (cm)
Turbidez (NTU)
ConductividadmsS cni')
Fosforo Tota(ugl™)
Nitrogeno Totalug!™)
kd pag (M)

| media (W m-z)

1o (Wm?)

86,33 (+1,15) 81,50 (+1,32) &7 (+2,89)
24,00 (+0,00) 22,00(20,00) 210 (+0,00)
9,82 (+0,58) 10,40 (+1,43) 10,23 (20,21)
9,20 (+0,17) 9,06 (+0,13) 88 (+0,13)

14,83 (0,29) 21,83(+0,76) 233 (+0,58)
43,20 (+3,93) 25,20 (+3,17) 28) (+1,50)
2,31 (+0,04) 2,16 (£0,14) 23 (£0,02)

452,49 (+49,07) 341,73 (+32,91) 382 (+31,46)
5345,20 (+2569,46) 49127 (+754,93) 5497,54 §78,04)

11,25 (+2,10) 9,09 (+0,64) 82 (+0,22)
7,44 (£0,25) 8,11 (+0,20) 66 (+0,26)
130,29

81,33 (+1,53)
19,70(x0,03)

9,32 (+1,12)

8,82 (+0,12)
25,67(+2,52)
20,70 (+6,78)

2,00 (+0,03)
296,36 (+48,58)
5533,84(+2461,41)
7,81 (+2,65)

3,33 (+0,63)

Tabla 4.1 Valores medios de los principales parametros fisico- quimicos medidos para cada tratamiento. SD: desvikdestandar;

coeficiente de extincidn vertical de la lUigeqia irradiancia media en la columna de agua estimada en cada mesodegmaakancia media

diaria incidente.
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En relacion a los nutrientes, taréoconcentracién de fésforo como
la concentracion de nitrogeno total mantuvieron dentro de los valores
tipicos de ambientes eutroficos e mgeroficos registrados para la cuenca
del Salado (Izaguirre y Yiocur 1994). En particular, la concentracion de
nitrogeno total resultd variable y no @eservaron diferencias significativas
entre los tratamientopAvova = 0,975). Por el contrario, la concentracion
de fésforo total mostré diferencias significativas entre los distintos
tratamientos ffanova = 0,010) y, en promedio, la concentracion de este
parametro resultd mayor en elatmmiento de 100% de irradiancia
incidente. Ademas, la fraccion npaulada de fosforo resultd
significativamente mayor en el tratamiento de 10@&dva = 0,021)
(Figura 4.3.9 y se correlacion6 significativamente con la concentracion de
seston [Figura 4.3.b). Sin embargo, se observo que el contenido de fésforo
por unidad de sestond. fésoforo particulado/ seston) tendi6 a relacionarse
de manera inversa con la radé@tiincidente en cada tratamientgura
4.4). Las diferencias resultaron marglmente significativas y, en
promedio, los valores mas altos se s&gron en los tratamientos de menor
incidencia de luz (25-50%p{nova = 0,065).

La concentracion de seston Ya turbidez nefelométrica
correlacionaron significativamenteRE 0,821; p< 0,001; N=12) vy
resultaron dependientede la radiacion incidente recibida en cada
tratamiento. Los mesocosmos mas expuestos (100% irradiancia)
presentaron la menor transparengida mayor concentracion de seston

(panova turbidez < 0,001panova Seston < 0,001)Hgura 4.5.ay b).

Finalmente, se observaron correlaciones significativas ,001 en
todos los casos) entre el coeficiedeeatenuacion vertical de la lUai§ar),
la turbidez nefelométrica (Turb) y faofundidad del disco de Secchi (DS)
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(kdbpar Vs Turb:R= 0,849;kdbar Vs DS:R=-0,776; Turb vs DS: -0,945; N=

12 para todas las comparaciones.

400

300 -+

200

Fésforo Particulado (ug I')

100

0 T T T T
25 50 75 100

% de Irradiancia incidente

400

R’=0.760;p< 0.001; N = 12 b
350 -+

300 -+
250

200

Fésforo Particulado (ug I'")

150 A

100 T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Seston (mg ™)

Figura 4.3. a- Concentracién comparada del fésforo particulado de los distintos
tratamientosb- Relacion entre la concentracion de seston y la concentracion de fésforo

particulado
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Fasforo particulado/ seston

0.004
0.003 ~
T
0.002 -
0.001 ~
0.000 T T T T
25 50 75 100

% de Irradiancia incidente

Figura 4.4: Comparacion del contenido de fosforo por unidad de seston en los distintos

tratamientos.
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Figura 4.5: Comparacion de los valores aeturbidez nefelométrica ly- concentracion

de seston
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Producciéon Primaria

La produccion primaria fitoplan@hica mostréo una fuerte relacion
directa con la irradiancia incidentelas diferencias entre los tratamientos
resultaron significativasF{gura 4.6) (panova< 0,001). Los valores de
produccion primaria diaria por unidae area variaron entre 5,83 (£ 1,58)
mg C n¥ d* en el tratamiento de 25% dteadiancia incidente y 39,54 (+
1,58) en el tratamiento de 100%. Al comparar el valor obtenido de
irradiancia optima fotosintéticagjlen los distintos mesocosmos, en el 84%
de los casos (10 datos de un total de 12) la irradiancia media en la columna

de agua (heqiy resultd menor que (Figura 4.7).

50

30 A

l

10 +

Produccién Primaria (mg C m d?)

0 T T T T
25 50 75 100

% Irradiancia incidente

Figura 4.6. Produccion primaria promedio estimada para cada tratamiento.
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25

20

15 ~ °

I (W m?)

10 - 1:1

0 T T T T
0 5 10 15 20 25

(W m?)

I media

Figura 4.7: Relacion entre la irradiancia media estimada para la columna de agua de
cada réplica (ledig Y €l valor obtenido de irradiancia Optima fotosintétigaglpartir de

cada una de las curvas de Produccion vs Irradiancia.

Bacterioplancton y Fitoplancton

A partir de los perfiles de DGG&e detectaron un total de 114 OTU
distribuidas en 26 posicionedatientes. El analisis ddusterrealizado en
base a la matriz promedio de simitit de la estructura de la comunidad
bacteriana de las distintas réplicasnuiéé agrupar a los tratamientos en 3
grupos: el grupo correspondiente a loatamientos de baja irradiancia
incidente (e. 25% y 50%); el tratamiento de irradiancia incidente
intermedia (e.75%) y el de méaxima irradiancia incidentee.000%)
(Figura 4.8).
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Capitulo IV

Distancia de Bray-Curtis

Figura 4.8 Agrupamiento de las muestras calculado en base a la matriz de distancia
promedio obtenida a partir de las distancias estimadas entre todas las réplicas de cada

tratamiento.

En relacion a la comunidad fit@sictonica, se observaron patrones
diferentes en las distintas fraccisnde tamafo. Parda fraccion menor
(picoeucariotas + picocyanobadsgr no se observaron diferencias
significativas en la densidad tem los distintos tratamientoatova=
0,489). Por el contrario, las difereae observadas en la fraccion de mayor
tamafio de esta comunidad (nanofitoplancton + microfitoplancton)
resultaron significativaspgnova< 0,001) y, en promedio, se observd un
incremento de la densid con el aumento de la radiacion incideRigura
4.9.9. Sin embargo, la coposicion relativa desta fraccion permanecio

aproximadamente constante entre los distintos tratamidftngd 4.9.b).
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Figura 4.9 a- Comparacion de las densidades de las distintas fracciones de
tamafio del fitoplancton en cada uno de los tratamielt@&omposicion relativa del

microfitoplancton y del nanofitoplancton en los distintos tratamientos.
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El test de Mantel realizado entiess matrices de distancia obtenidas
separadamente para la comunid@dpfanctonica y el bacterioplancton
resultdo no significativoguanteL= 0,605) evidenciando que aquellos pares
de réplicas que mostraron mayomasitud en su composicion algal no

resultaron similares en su composicion bacteriana.

Sin embargo, al analizar la vacion de riqueza especifica en funcion
de la productividad estimada patada tratamiento ambas comunidades
mostraron la misma tendencia: enba® casos los valores maximos de
riqueza especifica se obtuvieron aloves intermedios de produccion
primaria Figura 4.10 ay b). La Tabla 4.2 muestra los resultados de los

modelos de regresion aplicados a cada conjunto de datos.

Coef. ES (Coef) t p R? g.l.

Modelo cuadrético general 0,0046  0,6979 2
constante 10,5577 2,9609 3,5658 0,0061
Prod. 1,0862 0,3878 2,8009  0,0207
Prod? -0,0179 0,0083 -2,1605  0,0590

Bacterioplancton

Modelo cuadrético general 0,0264 0,554 2
Fitoplancton (micro- y constante 10,2633 1,7096 6,0033  0,0002
nano-) Prod. 0,6587 0,2204 2,9885 0,0152

Prod? -0,0124 0,0046 -2,6954  0,0246

Tabla 4.2 Coeficientes de regresion estimados para analizar el grado de
relacion entre la produccion primaria y la rigueza del bacterioplancton y del
fitoplancton. Coef.: coeficiente de regresion de cada término; ES: error estandar para la
estimacion del coeficientg;valor de la pruebg p: valores dep < 0,1 indican

correlaciones significativas; g.grados de libertad.
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Figura 4.10 Relacién entre la produccién primaria y la riqueza taxondmicaspata

bacterioplancto - el fitoplancton (microfitoplancton + nanofitoplancton).
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DISCUSION

El disefio experimental buscé reproducir las condiciones de
limitacion por luz que caracterizan a kistemas someros turbios, como es
la laguna Chascomus (Torremoretlal. 2009). Este tipo de limitacién se
ve favorecido por la alta concentracida nutrientes y la mezcla continua
de la columna de agua que promueamna tasa alta dgroduccion primaria
por parte de la comunidad autotodj aumento de la concentracion de
seston y, en consecuencia, la reducdéna transparergien la columna
de agua (Scheffezt al. 1993; Huisman y Weissing 1994; Huisman 1999;
Huismanet al.2002).

El modelo tedrico (Huismaret al. 2002) predice que bajo
condiciones de limitacion por luz, se ebgs una relacion directa entre la
turbidez y la radiacion solar incidentLos resultados de este trabajo
mostraron esta tendencid@igura 4.5.8 e indicaron que esta reduccion de
la transparencia se debié a un antoeen la concentracion de seston
(Figura 4.5.b). Estos resultados junto cdes correlaciones significativas
entre el coeficiente de extincion vertical de la liag, (la profundidad del
disco de Secchi y la turbidez nefelétrica sugieren que, ademas, la
transparencia en estos sistemasivastcontrolada por lalispersion y la

absorcion de la luz por parte del niakparticulado (plancton + tripton).

Por otro lado, en este trabajoessalué el grado de limitacion por luz
comparando de manera directa la irradiancia media en la columna de agua
(Imedig con la irradianciaptima fotosintética () (Ferreroet al2006). Para
esta fecha, 10 comparaciones de ualtde 12 (y 34 de un total de 36
durante todo el tiempo que dur6 el expemto), la irradiancia media en la
columna de agua resulté inferior la irradiancia 6ptima fotosintética
(Figura 4.7).
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Estos resultados experimentales) conjunto, coinciden con las
observaciones previas realizadas la laguna (Torremore#t al. 2007;
2009; Pérezt al. 2009; Lagomarsin@t al. en prensa) e indican que las
condiciones de limitacion por luz gpeevalecen en este sistema pudieron

ser reproducidas por este disefio experimental.

Los 4 niveles del tratamiento lagados a los mesocosmos (25%;
50%; 75% y 100%) corresponden a la aadhn solar incidente que recibe
la laguna durante verar®invierno, respectivamente. Un efecto colateral
del disefio experimental fue las ddacias de temperatura entre los
distintos tratamientos. Sin embargstas diferenciasesultaron pequefas
si las comparamos con el rango natdealariacion de este parametro en la
laguna (~ 18°C de variacion anualEn otras palabras, el disefio
experimental reprodujo las condicionégs irradiancia que ocurren en la
laguna y, a la vez, redujas diferencias de tempeuah en un factor de 6.
En consecuencia, si bien estas mifeias no puedemmorarse, resultaron
relativamente pequefias al compaaidan el rango anual de temperatura

del sistema.

En relacion a la produccion primaria y la riqueza taxondémica, el
efecto de los distintos niveles de soeddlo afectd la tasa fotosintética de
los productores primarios y se obgemayores niveles de productividad
en los mesocosmos mas expuestbgura 4.6). Estas diferencias en
produccion primaria se correlaciooar significativamente con la riqueza
taxondmica de las dos comunidadesli@adas y, en ambos casos, se
observé una relacion cuadratica erdrebos parametros. Estos resultados
son congruentes con otras observagoyenodelos tedricos que indican
que la relacién unimodal es la mfiscuentemente observada (Tilman y
Pacala 1993; Mittelbacket al. 2001), particularmente, en ambientes

acuaticos (Waideet al. 1999; Mittelbachet al. op. cit). Sin embargo,
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diversos autores discuten que la eseapacial de analisis influye en el
tipo de relacion que se observa emdreiqueza y la energia de un sistema
(Waideet al1999; Mittelbachet al.2001; Chase y Leibold 2002; Evaais

al. 2005). Por ejemplo, Kassen y lalmoradores (2000) realizaron un
experimento en microcosmos utilizando cultivos €seudomonas
fluorescensy observaron una marcada relacion unimodal entre la
diversidad y la productividad en microcosmos que ofrecian ambientes
heterogéneos para el desarrollo de las distintas cepas. Este trabajo, sin
embargo, considerd sélo cepas wea Gnica especie y un unico nivel
trofico. Por otro lado, Horner-Dene y colaboradores (2003) realizaron
experimentos en mesocosmos y observaron que la productividad podia
influenciar la composion y la riqueza tanto de leomunidad bacteriana
como de la comunidad algal. Batron de variacion observado por estos
autores para el fitoplancton coinciden el observado en este trabajo. Sin
embargo, al analizar la relacion pd@mecomunidad bacteriana, los patrones
observados resultaron mas complejos tpseobservados en el presente
trabajo. Estos autores concluyergue la rigueza bacteriana resulto
afectada por el nivel de productividgoero la respuesta no se observo a
nivel comunitario sino que resultéxtan-especifica. Finalmente, Dodson y
colaboradores (2000) investigarorrédacion entre productividad y riqueza

en 33 lagos naturales y en 6 lagos expentales del hemisferio norte. En
este trabajo realizaron observaci®ree campo y analizaron datos de los
lagos experimentales que habian sianipulados a corto (3 afos) y largo
plazo (21-24 afos). En todos le@smsos compararon los datos de 6
comunidades (fitoplancton, rotiferosladoceros, copépodos, macrofitas y
peces) en relacion a la produccién @i del sistema. En ambientes
naturales observaron relaciones digativas y unimodales para las 6
comunidades analizadas. Sin embargo, los lagos experimentales que

habian sido enriquecidos en nutrientes las observaciones resultaron
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variadas y dependientes de la histaigaenriquecimiento y restauracion de

los distintos sistemas.

Teniendo en cuenta lafinencia que ejerceria la escala experimental
en los patrones observados y a la lmibn del andlisis estadistico debido
al numero de observaciones, los resultamlienidos en el presente estudio
deben considerarse preliminares. 8mbargo, este trabajo constituye la
primera observacion que sugiere la #easia de una relacion significativa
entre la riqgueza del bacterioplaoct y la productividad en sistemas

limitados por luz.

Ademas, dada la estrecha relacion guiste entre el funcionamiento
de los sistemas someros turbios de la region y el flujo energético
(Lagomarsineet al.en prensa; Llamest al.2009; Torremorelet al. 2007,
2009), los resultados aqui presentadp®rtan indicios para un mejor
entendimiento de los posibles efectp® tendria un cambio de irradiancia

en la columna de agua solmedinamica de estos sistemas.

En este sentido, existen trésrmas de enriquecer a un sistema
acuatico con un mayor nivel de irradcia en la columna de agua: (i)
aumento de la irradiancia incidenteg) escenso del nivel hidrométrico y
(iif) disminucién de la atenuacion ée columna de agua (Diehl 2007). En
relacion a la irradiancia incidente, ésta influenciada de manera directa
por cambios en la cobertura nubosa rmas que los cambios en el nivel
hidrométrico se relacionan diractente con los cambios que puedan
ocurrir en el régimen de precigdgiones y con las obras hidraulicas
realizadas sobre la cuenca. Finalteeria atenuacién de la luz en la
columna de agua se ve afectada magahte por el ingreso de material a
través de la escorrentia desde la caeae drenaje y, por lo tanto, también

es dependiente de cambios en el régimen pluvial.
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Actualmente, en la regidbn pampeanlas vastas extensiones de
terreno dedicadas a la cria de ganesiidn siendo destinadas a cultivo de
soja y este cambio en el uso ddidgira tiende a continuar en las proximas
décadas (Pengue 2005). Por otro lads,datos indican quka isoyeta de
600 mm que marca, aproximadamentdjmite occidental de la zona apta
para la agricultura en la pampa hgda se ha desplazado 200 km hacia el
oeste de la region, aumentando coamsillemente la superficie de terreno
apta para cultivo (Barrost al. 2006). Dado que todos estos cambios
ambientales se relacionan de maneigeecta con los cambios en el
ambiente luminico, resulta fundamaintontinuar con las investigaciones
sobre las potenciales consecuenciaslogieambios en la disponibilidad de

luz puedan tener sobre dnamica de los ambientes someros de la region.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo de tesis doctorainstituye la primera caracterizacion
del patron de composicion de lanwmonidad bacteriana en ambientes
lacustres de la Region Pampeanas tesultados obtenidos constituyen un
importante aporte ya que permitenaazar en el entendimiento de la
estructura de los componentes micamtms de lagunas de region que se
encuentran en distintos estadds equilibrio, aportando informacién
ecoldgica sobre las comunidades prmtas que se degallan en estos
sistemas.

Desde el punto de vista metodologico (Capitulo 1), la comparacion
de las dos técnicas moleculares miitlas para el analisis de esta
comunidad en los ambientes paapos (ARISA y DGGE) resultaron
aproximaciones adecuadas y congruemt@s describir la estructura del
bacterioplancton en dos niveles disolucion genética complementarios
gue permitieron una mejor comprension de los patrones observados.

En relacién a la composicion comunitaria a nivel regional (Capitulo
II), el analisis realizado dentrodel marco conceptual de las
metacomunidades (Hanski y GQilp 1997) puso en evidencia la
aplicabilidad y la generalidad dernceptos ecolégicos desarrollados para
macroorganismos y permiti6 compder y explicar los patrones de
composicion bacterianos de estos sistemas lacustres. En el contexto de este
marco conceptual, para los sisesmanalizados el modelo &orting de
Especies resulto el que mejor explatgatron de composicion. De acuerdo
con este paradigma, el patron obsdo seria consecuencia del desacople
temporal entre las tasas de disp@n regional que caracterizan a estos
microorganismos Yy la eficiencia despeiesta de la comunidad local frente a
los cambios ambientales (altas tasasckEimiento). La ausencia de un

efecto de la distribuciéon espacial ds kistemas en ldeterminacion de la
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estructura comunitaria y la estrectelacion entre la ocurrencia de los
distintos taxones bacterianos y las coradies ambientales particulares de
cada laguna serian resultado de essachple entre la dinamica local y la
dinAmica de colonizacidn-extincion regidn&n particular, el estado de

equilibrio alternativo caracteristico dada sistema ejerceria una influencia
fundamental en la estructura contana bacteriana, mientras que la

estacionalidad jugaria un rol secundario.

En relacion a los factores determuirtes, los resultados obtenidos a
partir del analisis de laariacion temporal de la estructura comunitaria en
ambientes de caracteristicas limnotdgi contrastantes (Capitulo IlI),
sugieren que la importancia de lésctores extrinsecos (regionales) e
intrinsecos (sitio-especificos) en teterminacion a nivel local de la
composicién bacteriana también estarasociados al estado de equilibrio
alternativo. En el casde la laguna turbia, glatron comunitario resultd
comparativamente mastable a lo largo del tiempo y las correlaciones
observadas entre los estadisticos bioldgicesr{queza especifica, indice
de Shannon-Weaver y de Simpson)g/\ariables abioticas evidenciaron la
influencia de los factores ambieles que operan a niveegional en la
determinacion de la dinamica de ¢amunidad. Contrariamente, en la
laguna clara vegetada el patron dariacion comunitario resultdé mas
dinAmico y no se detectd ninguna relacion directa significativa entre los
estadisticos biolégicos y las vared ambientales consideradas. De
acuerdo con esto, y dado que enesEs someros la presencia de
vegetacion acuatica influencia de mandirecta la estructura y dinamica
de las comunidades quki ae desarrollan (Scheffet al. 1993), se plantea
la hipotesis de que la presendi® macrofitas constituiria un factor
determinante de la estructura de damunidad bacteriana local en las

lagunas de la region.
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Finalmente, a partir del estudio expennta en el cual se analizo6 el efecto
de la limitacion por luz como factor determinante de la dinamica temporal
en ambientes turbios de la regién, surgeidencias de la existencia de una
relacion significativa cuadratica entre la riqueza taxonomica del
bacterioplancton y del fitoplancton y la productividad primaria en este tipo

de sistemas.
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PERSPECTIVAS

Una de las ventajas de la aplicacdmla técnica de DGGE es que la
metodologia permite darle una identidad a las unidades taxondémicas
operativas a partir de la secuamodn de aquellas hdas cuyo patron de
presencia/ausencia y/o de intensidad resultan mas interesantes para
caracterizar a la comunidad. Sin emgma dada la gran diversidad de
organismos presentes en los sistearsizados, en este trabajo no se han
podido obtener secuencias adecuapespermitan una caracterizacion mas
acabada de los taxones procariotas cueforman las comunidades aqui
descriptas. En consecuencia, segaomendable la utilizacion de otras
técnicas moleculares talecomo la generacién de bibliotecas genéticas
(clone libraries)a partir delclonado de los fragmentos amplificados por
PCR (Nockeret al. 2007) 0 la pirosecuenciacién, método que consiste en
una modificacion del clasico M#o de Sanger (DeLong 2009), como
metodologias alternativas que rmé@an obtener una caracterizacion
filogenética de las bacterias peages en los distintos sistemas.

Por otro lado, ademas de las téasi aplicadas en esta tesis para
analizar la biodiversidad y las sugks en el parrafo anterior, resultaria
interesante la utilizacion de técnica®leculares independientes del paso
de amplificacion por PCR, tal conto es la Hibridacién Fluorescente
situ (FISH: Fluorescence in situ HybridizatipnEste tipo de metodologia
complementaria los andlisis aquéalizados, permitiendo analizar la
variacion temporal de los distint@gupos bacterianos presentes en las
lagunas.

Finalmente, otro aspecto interesaatanalizar seria la relacion entre
la composicion de la comunidad baw@es y la funcidén ecoldgica que estos
microorganismos cumplen en el esdsma. Una manera de comenzar a
analizar los aspectos funcionalesesta comunidad en distintos sistemas

seria la realizacibn de experimentéisiologicos a nivel comunitario
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utilizando un sistema de placas coommente denominadas BIOLOG
(Garland 1999; Garlanckt al. 2001). En lineas muy generales esta
metodologia consiste en analizas Ipatrones de capacidad potencial que
presenta una comunidad de respiddierentes fuentes de carbono. El
procedimiento experimental qmeite obtener una especie tigerprinting
metabolico o perfil del nivel fisiolégico comunitario (Lehmetnal, 1995)
cuyos resultados se analizde manera similar al andlisis de los perfiles
genéticos, es decir, la significanagstadistica de las observaciones se

estudia a partir de la aplicacién de técnicas de analisis multivariados.

Dr. HoracioE. Zagarese Dra.lrina Izaguirre
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“Los conceptos y principios fundamentales de la
naturaleza son invenciones libres del espiritu
humano...”
(Albert Einstein)
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