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CAPITULO I

Introduccion: la interaccion alga-bacteria

Llegara una época en la que una investigacion diligente y
prolongada sacara a la luz cosas que hoy estan ocultas. La vida de
una persona, aunque estuviera toda ella dedicada al cielo, sera
insuficiente para investigar una materia tan vasta.. Nuestro
universo seria una cosa muy limitada si no ofreciera a cada época
algo que investigar.

Séneca (4AC-65DC), Cuestiones naturales, libro 7
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Breve bosquejo histérico

Hasta mediados de la década de los 70, el bacterioplancton fue considerado un
componente minoritario de la red trofica de ecosistemas acuaticos, y se asumia que casi
toda la produccion primaria fitoplanctonica era consumida por el zooplancton, por lo que
el flujo de C seguiria basicamente la cadena de pastoreo (Steele 1974). Sin embargo, se
fueron acumulando evidencias de que el bacterioplancton juega un importante papel en el
flujo de materia y energia de la mayoria de los ecosistemas acuaticos gracias al desarrollo
de:

- técnicas de microscopia de epifluorescencia, fluorocromos especificos, analisis de
imagenes, cromatografia de alta resolucion, ultrafiltracion (Porter y Feig 1980,
Psenner 1990, Cotner et al. 2001, Cotner y Biddanda 2002),

- trazadores de crecimiento y respiracion bacteriana (Meyer-Reil 1978, Fuhrman y
Azam 1982, Packard 1985, Kirchman et al. 1985, Rodriguez et al. 1992, Smith y
Azam 1992, Karner y Fuhrman 1997),

- andlisis de actividades enzimaticas (Reichardt et al. 1967, Ammerman y Azam 1985,
Boavida y Wetzel 1998),

- analisis de carbono organico e inorganico disuelto, is6topos estables, etc.

En la actualidad sabemos que el bacterioplancton constituye una importante
fraccion de la biomasa del compartimiento planctonico heterotrofico (Sieburth et al.
1978). Su alta razéon superficie:volumen (mayor que la del resto de la comunidad
planctoénica) y su alta tasa de crecimiento, hace que la producciéon de biomasa bacteriana
constituya un importante vinculo entre la materia organica muerta y los niveles tréficos
superiores (Fenchel y Blackburn 1979, Wetzel 1982, Cho y Azam 1988). Ademas, su
papel en los procesos la remineralizacion de C organico y nutrientes minerales hace que
este componente planctonico sea clave en los ciclos globales de éstos (del Giorgio y Cole
1998, Hansell y Carlson 1998, Carlson et al. 1999). Por tanto, la comprension de este
caracter dual (productor vs. mineralizador) del bacterioplancton en los ecosistemas
acuaticos es un paradigma central de la ecologia microbiana contemporanea (Ducklow y
Carlson 1992).

Ha sido comunmente aceptado en la literatura que, en muchos ecosistemas, la
produccion bacteriana heterotrofica estd controlada por el suministro de C organico
procedente del fitoplancton (Cole 1982, Kirchman 1990). Esta idea esta soportada por
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trabajos ya clasicos que mostraron una covariacion positiva entre los parametros
estructurales (biomasa y abundancia) y funcionales (ej. produccion) del bacterioplancton
y los del fitoplancton (Bird y Kalf 1984, Cole et al. 1988) a lo largo de un amplio rango
trofico, tanto de ecosistemas marinos como de agua dulce. Estas relaciones han generado
un modelo conceptual de dependencia bacteriana, directa o indirecta, de la produccion
algal como fuente primera de sustratos organicos. Ademads, aunque la proporcion de
bacterias activas suele ser baja en condiciones naturales (Pedros-Alio y Newell 1989,
Choi et al. 1999, Sherr et al. 1999 a, b), en aquellos trabajos clasicos se estimd que la
produccion de biomasa bacteriana medida en la capa trofogénica del conjunto de
ecosistemas estudiados representaba en promedio un 20% de la producciéon primaria
(Williams 1981, Cole et al. 1988), e incluso duplicaba a la produccién del
macrozooplancton (Cole et al. 1988).

. Cual es el vinculo directo que conecta la produccion primaria con la bacteriana?

Las células algales en estado de crecimiento activo liberan una parte sustancial del
carbono organico producido. Este proceso es generalmente denominado como
‘excrecion’, ‘exudacion’ o ‘liberacion extracelular de carbono organico producido
fotosintéticamente’ (Sundh 1989). Esta excrecion de carbono organico (EOC) por algas
“sanas” ha sido cuantificada tanto en cultivos algales (Mague et al. 1980, Malinsky-
Rushansky y Legrand 1996) como en poblaciones naturales de fitoplancton marino y de
agua dulce (Hellebust 1965, Lancelot 1984, Sundh 1989, Lignell 1990a, Maurin et al.
1997).

La composicion quimica de estos productos extracelulares algales es altamente
variada, ya que incluye compuestos nitrogenados (aminoacidos, péptidos, vitaminas),
acidos orgénicos (glicolato, acidos tricarboxilicos), acidos grasos y carbohidratos (mono,
oligo y polisacaridos) (Hellebust 1974, Lancelot 1984, Sundh 1989, 1992). Esta
diversidad quimica se puede “simplificar” clasificando a los compuestos por su peso
molecular. Asi, Carlson et al. (1985) y Benner et al. (1992) consideran un umbral de 1000
Da para diferenciar estos compuestos entre LMW (low-molecular-weight, <1000 Da) y
HMW (high-molecular-weight, >1000 Da). Un conjunto de estudios mostraron que los
compuestos <1000 Da representaron mas del 50% del material organico fotosintético
excretado por las algas (Hellebust 1965, Iturriaga y Zsolnay 1983, Jensen 1983, Lignell
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1990 a, Maurin et al. 1997). No obstante, algunos estudios previos documentan un
predominio de compuestos HMW (Lancelot 1984, Nalewajko y Schindler 1976). Carlson
et al. (1985) y Benner et al. (1992) encontraron que los compuestos <1000 Da (LMW) y
>1000 Da (HMW) del DOM de la capa trofogénica del océano aparecen en unas
proporciones aproximadas de 30% de HMW y 70% de LMW, similares a la del DOM
recién liberado por el fitoplancton marino (Biddanda y Benner 1997). Maurin et al.
(1997) documentaron que las bacterias reasimilaron hasta un 90% (promedio 42 + 22%)
de los productos excretados, estableciéndose una estrecha relacion entre la excrecion de C
organico desde las algas y su consumo por las bacterias. Los compuestos <700 Da fueron
los mas consumidos por las bacterias (66% del total de compuestos asimilados, en
promedio), mientras que los compuestos de mayor peso molecular fueron consumidos por
las bacterias a una tasa mas baja. Ademas, Amén y Benner (1996) mostraron que los
compuestos de bajo peso molecular mantienen eficiencias de crecimiento bacterianas mas
elevadas que los de alto peso molecular en ambientes ocednicos. Por lo tanto, los
compuestos organicos excretados por las algas constituyen el vinculo de la interaccion
comensalista fitoplancton-bacterias, ya que proporciona el C y la energia necesaria para
las bacterias.

Causas y mecanismos de la excrecion de C organico de origen fotosintético por algas
“sanas”

Cuando las células algales no son deficientes en nutrientes minerales
experimentan un crecimiento equilibrado, es decir, con una tasa especifica de crecimiento
similar para todos los constituyentes celulares (Falkowski y Raven 1997). Ademas, en las
células algales con crecimiento equilibrado, los macronutrientes se encuentran presentes
en unas proporciones relativamente constantes, tal y como ya establecieron Redfield et al.
(1963). Para mantener la biosintesis de nuevas células, debe existir un adecuado flujo de
los diferentes elementos que constituyen la biomasa celular. Sin embargo, la fotosintesis
aporta solamente el carbono reducido, gran parte del cual es usado como fuente de
energia al ser sustrato de la respiracion, que supone unas pérdidas de 10-60% de todo el C
fijado fotosintéticamente (Geider 1992). Por ello, la fotosintesis es una via metabdlica
necesaria, pero no suficiente, para sostener el crecimiento de nuevas células, de modo que
las tasas de incorporacion de los otros elementos constituyentes de la biomasa (N y S para
proteinas, P para acidos nucleicos y ATP, etc.) tienen que ser proporcionales a las de la
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sintesis de C organico para conseguir unas adecuadas razones elementales. Las cantidades
de estos elementos que son requeridas para producir una biomasa dada son generalmente
denominadas “cuota celular”.

En el medio natural, las condiciones ideales requeridas para el crecimiento
equilibrado ocurren sélo de forma transitoria. Lo més frecuente es que las células algales
estén limitadas por uno o mas nutrientes. Para superar tales periodos de escasez de
nutrientes, muchas especies fitoplanctonicas han desarrollado estrategias de “consumo de
lujo” de nutrientes esenciales, que almacenan en compartimentos celulares, para después
ser movilizados durante los periodos de escasez (Sterner 1995, Dubinsky y Berman-Frank
2001). Estos almacenamientos favorecen una cierta, aunque limitada, independencia del
crecimiento celular con respecto a la concentracion de nutrientes en el ambiente. Cuando
las condiciones ambientales imponen una continuada limitacion de nutrientes y los
contenidos celulares de los mismos se agotan (proceso que ocurre en dias o semanas,
segun las especies y su estado fisiologico), se produce una disminucion de la tasa de
crecimiento celular. Si las condiciones de luz son saturantes, se puede mantener una tasa
fotosintética relativamente alta en relacion con los requerimientos celulares de respiracion
y crecimiento, por lo que se llega a un desacople entre fijacién de C y crecimiento
(Berman-Frank y Dubinsky 1999). La extension temporal durante la que puede
mantenerse este desacople varia considerablemente entre especies algales. Al final, la
carencia de N, P y otros nutrientes interferira con el recambio de componentes celulares
esenciales, como enzimas o acidos nucleicos, lo que conllevara la muerte celular.

Existe una variedad de respuestas celulares del fitoplancton al desacople entre
fotosintesis y crecimiento, y que son consideradas en la literatura como manifestaciones
de estrés celular. Algunas de las respuestas descritas incluyen: cambios en la proporcion
pigmentaria de clorofilas y ficobilinas por carotenoides frente a una limitacion por N
(Dubisky y Polna 1976, Dubinsky y Berman 1979, Turpin 1991); transformacion de
células vegetativas en aplanosporas inmoéviles (Zlotnik et al. 1993); variaciones en los
polimeros de almacenamiento y, por consiguiente, en la flotabilidad de cianofiaceas
(Klemer et al. 1996); mayor desarrollo de las placas tecales polisacaridicas de
dinoflagelados (Criscuolo et al. 1981).

Pero las respuestas al desacople entre fotosintesis y crecimiento probablemente
mas estudiadas y que tienen una importante repercusion ecoldgica son:
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(1) la excrecion de C organico de origen fotosintético
(2) la acumulacidn intracelular de carbohidratos de reserva.

En una reciente revision, Plaxton y Carswell (1999) documentan las bases
fisioldgicas que favorecen el incremento de la excrecion de acidos organicos (ej. malico,
citrico, etc.) y la acumulacion en cloroplastos de carbohidratos de reserva en situaciones
de limitacion de P.

(1) La excrecion de C orgdnico de origen fotosintético.- El incremento de la
excrecion de compuestos organicos es consecuencia de una respuesta general a la
limitacion de P que implica la activacion de rutas alternativas de la glicdlisis, del
transporte electrénico mitocondrial y de las bombas de H' tonoplastidial. Estas rutas
alternativas estan catalizadas por enzimas que son dependientes de pirofosfato (PPi) en
vez de adenilatos (ATP/ADP), lo que es pertinente porque en condiciones de limitacion
de P se reducen los niveles de nucledsidos fosfato como consecuencia de la disminucion
de Pi citosodlico (Theodorou et al. 1991), mientras que los niveles de PPi, subproducto de
multitud de reacciones anabolicas tales como la biosintesis de ADN, ARN, proteinas,
lipidos y polisacéridos, se mantienen relativamente constantes (Dancer et al. 1990, Stitt
1990). Las rutas alternativas, ademds de permitir el mantenimiento del catabolismo
necesario para satisfacer las demandas de energia y de esqueletos de C, generan Pi como
subproducto, por lo que favorecen el mantenimiento y reciclado de los niveles de Pi
citoplasmaticos (Plaxton 1996, Plaxton y Carswell 1999). Los pasos clave de estas rutas
alternativas se representan en la Figura 1-1 como flechas gruesas:

(1) la conversién de sacarosa a hexosas fosfato sigue la ruta dependiente de PPi
sacarosa sintasa — UDP-glucosa pirofosforilasa — nucleésido difosfato kinasa,
como alternativa a la ruta dependiente de ATP constituida por invertasa,
hexoquinasa y fructoquinasa;

(i1) la fosforilacion de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato es catalizada por
fosfofructokinasa dependiente de PPi (PFP) y generadora de Pi, como
alternativa a la fosfofructoquinasa dependiente de ATP (PFK);

(i)  la conversion de gliceraldehido-3-fosfato a 3-fosfoglicerato es catalizada por la
NADP-G3PDH como alternativa de la NAD-G3PDH dependiente de Pi;

(iv) el fosfoenolpiruvato (PEP), que normalmente es transformado a piruvato por la
piruvato quinasa (PK) dependiente de ATP, puede ser convertido a oxalacetato
(OAA) por medio de la PEPCasa que genera Pi. El OAA es reducido a malato, y
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¢éste se libera al exterior, formando parte de la excrecion de C organico de
origen fotosintético, o bien entra en la mitocondria para ser reoxidado a OAA o
descarboxilado oxidativamente a piruvato y después a acetil CoA, que, junto
con OAA, ingresa en el ciclo de Krebs. Alternativamente, el PEP puede penetrar
en la vacuola y ser defosforilado a piruvato por la PEP fosfatasa que actlia
optimamente al pH acido mantenido en el interior de la vacuola por la actividad
de una bomba de H' dependiente de PPi como alternativa a la bomba de
protones dependiente de ATP. El piruvato resultante puede ser excretado al
exterior o entrar en la mitocondria para seguir el ciclo de Krebs;

) el poder reductor generado durante la fotosintesis y en las rutas catabolicas
descritas aumenta durante la limitaciéon de P, ya que se incrementan las razones
NADPH:NADP" y NADH:NAD"; parte de este poder reductor se disipa como
calor y agua siguiendo la ruta de transporte electronico asociado a la oxidasa
alternativa, que no genera ATP, a diferencia de la cadena de transporte
electronico constituida por el complejo I y el citocromo as.

Los compuestos organicos excretados mantienen un pH 4cido en las
inmediaciones de la célula que favorece la solubilizacion del P mineral, generalmente
acomplejado como fosfatos de Ca, Fe o Al, facilitando asi su absorcion como i6n fosfato.

(2) La acumulacion intracelular de carbohidratos de reserva.- Durante una
situacion de limitacion por P se produce un descenso en los niveles de Pi del estroma del
cloroplasto, lo que limita la actividad de las ATP sintasas de la membrana tilacoidal, asi
como de la RuBisCo, por lo que disminuye la fijacion de C por fotosintesis. A pesar de
esto, la actividad fotosintética puede seguir generando una cantidad de C que excede las
necesidades para el crecimiento celular, dada la escasez en el suministro de los otros
nutrientes esenciales, con lo que se sigue manteniendo el desacople entre fotosintesis y
crecimiento celular. La deficiencia en Pi interrumpe en gran medida la exportacion de las
triosas fosfato, generadas en la fotosintesis, desde el estroma cloroplastidial al citosol por
el translocador dependiente de Pi, lo que provoca la acumulacion de las mismas en el
cloroplasto (Natr 1992). Buena parte de este fotosintato se convierte en almidon que
queda almacenado en los cloroplastos, especialmente durante el dia. Como consecuencia,
el fotosintato queda inaccesible para el crecimiento celular, aunque con la contrapartida
de una liberacion de Pi asociada a la sintesis de almidon que puede ser usado para
mantener la fotosintesis, aunque a una tasa menor (Natr 1992).
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I La interaccion alga-bacteria 9

Por ultimo, otra respuesta celular al desacople fotosintesis-crecimiento es la
acumulacion o liberacion de metabolitos secundarios de naturaleza aromadtica
(antocianinas, flavonoides, alcaloides indodlicos, etc). Estos compuestos sirven como
proteccion quimica contra los herbivoros, y ademas, dada su capacidad para absorber luz
ultravioleta, ejercen una funcion fotoprotectora sobre acidos nucleicos (Takahashi et al.
1991) y aminoran el dafio fotoinhibidor que pueden sufrir los cloroplastos durante la
fotosintesis limitada en nutrientes (Heber et al. 1989). Como muestra la Figura 1-1, la
secuencia de reacciones implicadas en la ruta biosintética de estos compuestos aromaticos
también permite reciclar cantidades significativas de Pi a partir de diversos ésteres fosfato
(Fischer et al. 1993, Plaxton y Carswell 1999).

A pesar de lo expuesto, los mecanismos que operan en la liberacion de los
diferentes compuestos excretados por el fitoplancton son atin poco conocidos. Bjernsen
(1988) argument6 que el mecanismo de exudacion podria consistir en un transporte
pasivo a través de la membrana celular, facilitado por un gradiente de concentracion
mantenido por el consumo de los exudados por parte del bacterioplancton. Este
mecanismo resultaria en un mayor liberacion de exudados en las células pequenas, debido
a su mayor razon superficie:volumen, y particularmente en ambientes oligotroficos,
donde las concentraciones externas de compuestos organicos son bajas por lo que el
gradiente de difusion intracelular-extracelular se mantiene elevado. Este autor asumi6 que
los exudados son moléculas pequeiias, tales como glucosa o aminoacidos, que pueden
atravesar la bicapa lipidica por difusion pasiva. Sin embargo, la presencia de compuestos
de elevado peso molecular en los exudados requiere un transporte facilitado o activo
catalizado por permeasas (Raven 1984). Tal y como argumentaron Sundh y Bell (1992),
la existencia de compuestos de distintos pesos moleculares en los exudados algales
implica que su liberacidon es el resultado de diversos mecanismos activos y pasivos
actuando simultaneamente. Por otro lado, en estudios intrasistema (Lignell 1990 a,
Maurin et al. 1997) o en estudios comparativos intersistémicos (Baines y Pace 1991), se
documenta una significativa relacion positiva entre tasa de excrecion y de produccion
primaria, pero no entre tasa de excrecion y biomasa fitoplanctonica. Estos resultados no
apoyarian la propuesta de Bjornsen (1988) de que la exudacion podria ser interpretada
como una pérdida continua desde la biomasa algal (‘property tax’) mas que una liberacion
activa del exceso de fotosintatos (‘income tax’).

El hecho de que la excrecion de C de origen fotosintético sea un proceso activo
dependiente de la tasa de fijacion fotosintética de C, no implica necesariamente que la
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exudacion represente un porcentaje constante de la produccion primaria. Asi, Baines y
Pace (1991), en su estudio de revision, encontraron un amplio rango (0-100 %) en el
porcentaje de produccion primaria que es liberada por las algas (%EOC). Sin embargo,
estos autores no identificaron cual podria ser la causa principal de esta variacion, aunque
rechazaron que fuera la tasa de produccion primaria per se, al menos entre sistemas,
porque esta variable no explico la varianza de %EOC. Sterner et al. (1997) propusieron
que la causa de la variacion de %EOC podria estar en la razoén luz:nutrientes. Asi, con
una alta razén luz:P puede producirse un exceso de carbono fijado con respecto a las
necesidades celulares, por lo que se incrementaria el porcentaje de excrecion de
fotosintato. Esta hipotesis esta directamente relacionada con la idea del desacople
fotosintesis-crecimiento (Berman-Frank y Dubinsky 1999). Obernosterer y Herndl (1995)
sustentan experimentalmente esta idea al encontrar un mayor porcentaje de liberacion de
carbohidratos y aminoacidos disueltos en condiciones de limitacion de nutrientes (alta
razon luz:nutrientes). Maurin et al. (1997) documentaron altos porcentajes de excrecion
en las capas superiores de un lago oligo-mesotréfico durante el verano, por tanto, cuando
la intensidad de luz es alta, y el mismo fendomeno también fue observado en diversas
determinaciones in situ (Feuillade et al. 1986). El papel que puede ejercer la intensidad y
calidad de radiacion solar por si misma sobre la excreciéon de C fotosintético es
desconocido en ambientes naturales, aunque en condiciones de cultivo se ha
documentado que no parece existir un incremento de la tasa de excrecion bajo exposicion
a UV (Pausz & Herndl 1999). Por otro lado, se ha encontrado un incremento en las tasas
de excrecion de C fotosintético debido a una deficiencia en nutrientes, tanto en
condiciones de cultivo (Ignatiades y Fogg 1973, Myklestad 1977, Watanabe 1980) como
en ambientes naturales (Anderson y Zeutschel 1970, Thomas 1971, Berman y Holm-
Hansen 1974, Larsson y Hagstrom 1982, Kaltenbock y Herndl 1992).

Wood y Van Valen (1990) propusieron que la exudacion algal tendria lugar
fundamentalmente bajo condiciones de alta intensidad de luz y escasez de nutrientes, de
modo que la exudacion serviria como un mecanismo alternativo a la fotorespiracion. Asi
en lugar de ser fotorespirados, los fotosintatos producidos en exceso con respecto a las
necesidades celulares, o a su capacidad de almacenamiento, serian excretados fuera de la
célula. Este mecanismo proporcionaria una proteccion al aparato fotosintético bajo
exposicion a alta intensidad de luz ya que permite disipar el exceso de energia contenido
en los coenzimas reductores formados durante la fase luminosa de la fotosintesis. Al
mismo tiempo, se mantiene la maquinaria fotosintética activa, minimizando el tiempo de
retardo que requiere un ajuste metabolico hacia crecimiento cuando se incrementa la
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disponibilidad de nutrientes. Por ello, la exudacion permite mantener la integridad
metabolica en un ambiente variable en cuanto a luz y disponibilidad de nutrientes (Wood
y Van Valen 1990).

Un tamafio celular pequefio seria mas susceptible al grado de desacople
fotosintesis-crecimiento, lo que determinaria un mayor %EOC (Malinsky-Rushansky y
Legrand 1996), debido a una menor capacidad de almacenamiento de los nutrientes
(Suttle et al. 1987, Suttle et al. 1990, Cotner y Wetzel 1992, Horne y Goldman 1994). No
obstante, en condiciones de limitacion de nutrientes también es ventajoso el tamafio
celular pequefio ya que se consigue una alta razon superficie:volumen y una mayor
afinidad por los nutrientes disueltos (Button 1986). Por tanto, existird una solucién de
compromiso entre las ventajas de los tamaiios celulares grandes y las de los pequefios que
determinara el tipo de organismos que dominan y se suceden en un ecosistema dado.

Como conclusion, la exudacion de C fotosintético se puede considerar como un
mecanismo por el que la célula se “deshace” de la diferencia entre la asimilacion
fotosintética neta de carbono y su utilizacion para la sintesis de biomasa. Por ello, cuando
las células estan expuestas a una alta razon luz:nutrientes, con limitacion de nutrientes,
los productos de la exudacion tienen altas razones C:N, aunque su alejamiento de la razén
C:N = 7 de Redfield dependera de la especie (Biddanda y Benner 1997). La naturaleza
estequiométrica de los productos de exudacion puede determinar la acumulacion de DOM
poco biodegradable con alta razén C:N en mares y océanos, generalmente limitados por
N (Dugdale y Goering 1967). Esta acumulaciéon es mas acentuada tras “blooms”
fitoplanctonicos primaverales (Obernosterer y Herndl 1995, Williams 1995). Es asimismo
importante destacar que la composicion estequiométrica de los productos extracelulares
excretados por conjuntos algales con metabolismo mixotréfico puede desviarse de este
patron. Asi, cuando los mixotrofos actiian predominantemente como fagotrofos, pueden
liberar los nutrientes procedentes del reciclado de sus presas (bacterias) como NH,' o
PO,”, hasta el punto de poder estimular el crecimiento de los fotétrofos obligados con los
que coexisten. En condiciones de limitacion de nutrientes minerales (P), los mixo6trofos
tienden a retener el P bacteriano para su propio crecimiento fotosintético, no estimulando
el crecimiento de los fototrofos obligados (Rothhaupt 1997).
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Consecuencias ecologicas de la liberacion de carbono fotosintético en la interaccion
alga-bacteria

Los compuestos organicos excretados por las algas suelen tener un bajo contenido
de nutrientes minerales, por lo que el crecimiento bacteriano que dependa de este C
requerird de un simultdneo consumo de nutrientes disueltos para la sintesis de biomasa
bacteriana. De este modo, cuando las razones C:N, C:P o N:P de los sustratos organicos
son mayores que las de las propias bacterias, el crecimiento bacteriano estara limitado por
nutrientes minerales como N 6 P (Thingstad et al. 1999, Touratier et al. 1999 y
referencias citadas). Por tanto, en un ambiente donde la produccion primaria esté limitada
por la disponibilidad de nutrientes minerales se tiende a una interaccion competitiva entre
el fitoplancton y las bacterias heterotroficas por los nutrientes limitantes (Bratbak y
Thingstad 1985, Currie 1990, Thingstad et al. 1993), cuyo resultado puede
potencialmente influenciar no so6lo la composicion especifica de las comunidades
fitoplanctonica y bacteriana, sino el funcionamiento de la red tréfica microbiana, al
cambiar el equilibrio a favor de la dominancia de una de las comunidades (Bratbak y
Thingstad 1985).

Como ilustracion del mecanismo intimo de la interaccion competitiva entre
fitoplancton y bacterias por un nutriente limitante (ej. P), Thingstad et al. (1993)
propusieron un modelo que representa un ciclo microbiano de P, en el que tanto algas
como bacterias producen de forma paralela enzimas extracelulares (fosfatasas alcalinas y
5’-nucleotidasas) que hidrolizan los monoésteres de fosfato (MDOP), compitiendo ambas
comunidades por el ortofosfato liberado (Figura 1-2). Diversos estudios revelaron la
presencia de ambos tipos de enzimas tanto en algas (Flynn et al. 1986) como en bacterias
(Thompson y McLeod 1974, Bengis-Garber y Kushner 1981, 1982, Ammerman y Azam
1985, Tamminen 1989), de ambientes marinos (Bengis-Garber 1985, Ammerman y Azam
1991) y de aguas dulces (Cotner y Wetzel 1991), lo que acentta el paralelismo de
funcionamiento de ambas comunidades. Los resultados experimentales obtenidos para
probar este modelo mostraron una superioridad de las bacterias sobre las algas para
consumir ortofosfato a bajas concentraciones del mismo (Thingstad et al. 1993),
implicando una significativa proporcion del consumo de P en ambientes marinos y de
agua dulce (Currie et al. 1986, Currie 1990, Kirchman 1994). Estos resultados eran
consistentes con los obtenidos por Currie y Kalff (1984) y Cotner y Wetzel (1992) y en
principio esperables, al considerar la mayor razon superficie:volumen de las bacterias.
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Figura 1-2. Diagrama idealizado del ciclo microbiano de P en el que algas y
bacterias juegan un papel paralelo en la produccion de enzimas extracelulares para
la hidrdlisis de ésteres de fosforo, y compiten por el ortofosfato liberado. Noétese
que la fuente de energia es distinta para las algas y para las bacterias. Leyenda:
PDOP, polimeros de ésteres de P; MDOP, mondmeros de ésteres de P; 5PN, 5’
nucleotidasa; AP, fosfatasa alcalina; PO4, ortofosfato; FIT, fitoplancton, BAC,
bacterias; ZOO, zooplancton. Modificado de Thingstad et al. (1993).

En el modelo anterior, lo que justifica la diferenciacion de 2 grupos funcionales
distintos, a pesar de su paralelismo como consumidores de ortofosfato, es la fuente de
energia que conduce el proceso de consumo: luz en el caso de las algas y materia
organica en el caso de las bacterias. Dado que las algas, a través de los procesos de
excrecion, son fuente de materia organica, particularmente en situaciones de limitacion de
nutrientes, surge una situacion paradojica: el fitoplancton estresado por la escasez de
nutrientes minerales responde estimulando a las bacterias, sus competidores potenciales
por los nutrientes, a través de la exudacion de C organico (Bratbak y Thingstad 1985).
Este aparente conflicto se resuelve considerando tanto la capacidad mineralizadora de las
bacterias como la actividad de los depredadores de las mismas. Estos ultimos constituyen
un factor controlador de la biomasa bacteriana y favorecen la regeneracion de los
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nutrientes contenidos en las bacterias (Bratbak y Thingstad 1985, Stone 1990, Rothhaupt
1992, 1997, Thingstad y Rassoulzadegan 1995, Reche et al. 1997), las cuales suelen
presentar una composicion elemental relativamente rica en nutrientes minerales como Ny
P (Bratbak 1985, Nagata 1986, Vadstein et al. 1988).

En la excelente revision realizada por Berman-Frank y Dubinsky (1999) se abre
una nueva interpretacion en la que los productos de excrecion existentes en las regiones
limitrofes de las superficies fitoplanctonicas funcionan como una zona de seleccion de
especies 0 cepas bacterianas que pueden monopolizar este nicho rico en energia y
limitado en nutrientes, por lo que actiian favoreciendo procesos coevolutivos entre algas y
bacterias. Para el fitoplancton resulta ventajoso estar rodeado de una “micronube” donde
existe un incremento local en la concentracion de nutrientes limitantes procedente de la
remineralizacion bacteriana, y formar agregados denominados “puntos o manchas
calientes” o “sistemas soporte de vida” (Goldman 1984, Azam y Smith 1991, Azam et al.
1995), en los que su asociacion con bacterias remineralizadoras y con los otros
componentes del bucle microbiano potencia de modo sinérgico el crecimiento de algas,
bacterias y demas organismos del agregado. Algunos ejemplos de estos “puntos
calientes” abarcarian desde las placas tecales de los dinoflagelados, que constituyen un
escudo polisacaridico particularmente desarrollado en condiciones de limitacion de
nitrogeno, hasta las propias espumas marinas o lacustres, en cuya constitucion interviene
basicamente geles de carbohidratos denominados exopolimeros particulados transparentes
(Alldredge et al. 1993, Logan et al. 1995, Engel 2000, Engel et al. 2002), con alta razon
C:N (Engel y Passow 2001, Engel et al. 2002), originados a partir de carbohidratos
extracelulares exudados por el microplancton, particularmente por diatomeas (Passow
2000), tanto en ambientes naturales marinos o dulceacuicolas (Logan et al. 1995, Mari y
Kierboe 1996, Grossart et al. 1997), como en sistemas experimentales (Grossart et al.
1997, Engel 2000), pero siempre en condiciones de limitacion de nutrientes (Obernosterer
y Herndl 1995, Corzo et al. 2000).

Otras ventajas adicionales que supone para el fitoplancton los “puntos calientes”
es su funcion de escudo protector, bien contra un exceso de radiacion ultravioleta, debido
a la presencia de compuestos aromaticos que absorben en este rango del espectro, bien
contra infecciones virales, ya que el conjunto de bacterias y protistas que rodean al
fitoplancton contribuye a inactivar o controlar a los virus parésitos de las algas (Murray
1995).
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Estos efectos fotoprotectores y antivirales asociados a la exudacion son
consecuencias indirectas, que ilustran como procesos funcionalmente neutros pueden
conferir secundariamente ventajas a los organismos, lo que potencia su mantenimiento
evolutivo mientras permanezcan dichas ventajas (Berman-Frank y Dubinsky 1999). Para
el fitoplancton formador de “puntos calientes” la combinacion de beneficios directos e
indirectos de la exudacidén debe ser mayor que los costes ocasionados por la competencia
con las bacterias por los nutrientes minerales (Wood y Van Valen 1990). En conclusion,
las consecuencias de los procesos de exudacion se extienden mas alla de las células
individuales y trascienden hasta las interacciones interespecificas y entre niveles troficos.
Tal y como Lignell (1990a) argumentd, la excrecion algal representa una importante
fuente de informacion en la red de comunicacion de las comunidades planctonicas.

La exudacion por el fitoplancton es considerada como la fuente mas importante
de sustratos organicos autoctonos que permiten el mantenimiento de la produccion
bacteriana heterotrofica, aunque otros procesos como la lisis viral de bacterias y algas o la
depredacion por protistas y metazoos (excrecion, “sloppy feeding”, desintegracion de
particulas fecales, etc.) también aportan una significativa cantidad tanto de sustratos
organicos como de nutrientes minerales (Lampert 1978, Giide 1988, Jumars et al. 1989,
Peduzzi y Herndl 1992, Bratback et al. 1994, Hygum et al. 1997, Rothhaupt 1997). Este C
autoctono es la base de la interaccion comensalista que se establece entre algas y
bacterias.

Como ya indicabamos al comienzo de esta Introduccion, la interaccion
comensalista alga-bacteria ha sido tradicionalmente inferida a partir de correlaciones
significativas entre bacterias y fitoplancton (biomasas, producciones...), tanto en un
mismo ecosistema como entre ecosistemas diferentes (Bird y Kalf 1984, Cole et al. 1988,
White et al. 1991, Jeppesen et al. 1997, Bouvy et al. 1998, Conan et al. 1999). Sin
embargo, una correlacion simple no prueba de forma inequivoca una relacion causal, y
subyacente a esta interpretacion se asume que las bacterias no estan limitadas por
nutrientes minerales (Chrzanowski y Grover 2001), ya que si tanto las bacterias como el
fitoplancton estan restringidos por la disponibilidad de un mismo recurso, su biomasa y
produccion covariaran con respecto a éste (Cole et al. 1988, Rivkin y Anderson 1997). De
hecho, diversos estudios realizados en sistemas oligo y mesotroficos han mostrado que el
grado de acople entre fitoplancton y bacterias estd mediado principalmente por una
respuesta similar de ambas comunidades a factores reguladores comunes, como el P
(Currie 1990), o la temperatura (Coveney y Wetzel 1995, Chrzanowski y Grover 2001).
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Estas covariaciones también han sido establecidas en sistemas mas productivos (Morris y
Lewis 1992, Vrede et al. 1999) y en ambientes marinos (Rivskin y Anderson 1997). Le et
al. (1994), en experimentos de mesocosmos, mostraron que el grado de acoplamiento
entre ambas comunidades dependia de la razon N:P inorganica, de forma que cuando ésta
es alta se esperara un estrecho acoplamiento entre fitoplancton y bacterias al presentar un
mismo patrdn de respuesta a la dindmica de P. Sin embargo, cuando son diferentes los
nutrientes minerales que limitan el crecimiento de algas y el de bacterias, puede esperarse
un crecimiento desacoplado de ambas comunidades (Vrede et al. 1999).

Por otro lado, aunque exista una buena correspondencia entre las variaciones de
parametros algales y bacterianos, tanto intra como intersistémica, ésta no se mantiene
necesariamente cuando se reducen las escalas espaciales o temporales de analisis. Asi,
Pace y Cole (1994a) encontraron una débil correlacion entre las producciones primaria y
bacteriana a lo largo de un perfil vertical en tres lagos, aunque la mejor relacion segln la
escala espacial se encontro en el lago mas oligotréfico y con menor carga aloctona de
nutrientes.

Por el contrario, cuando se incrementa la escala de analisis (ej. al considerar datos
obtenidos en diferentes sistemas siguiendo un gradiente trofico), hay que ser cauteloso en
las conclusiones que se obtengan a partir de relaciones acopladas entre los parametros de
ambas comunidades, ya que el estado trofico puede influenciar y sesgar las magnitudes
relativas del metabolismo algal y bacteriano (Simon et al. 1992, del Giorgio y Peters
1993, 1994, Coveney y Wetzel 1995). Finalmente, las fluctuaciones ambientales pueden
enmascarar una potencial relacion acoplada entre fitoplancton y bacterias. Asi, Van
Wambeke et al. (2002 b) encontraron que los procesos de transporte horizontal de masas
de agua en el Mar Mediterraneo crearon situaciones de desacople entre fitoplancton y
bacterias que se tradujeron en desequilibrios en el balance de C.

La interaccion alga-bacteria: predomino bucle microbiano vs. cadena de pastoreo

Al iniciar esta revision ya sugerimos la importancia de la interaccidon
comensalista en el flujo del C a través de las bacterias. Para finalizar esta Introduccion
profundizamos en el papel de la interaccion comensalista alga-bacteria en la red tréfica.
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La interaccion comensalista alga-bacteria es el vinculo entre el C fotosintético
liberado y el resto de la red trofica. Asi las bacterias asimilan este C y lo canalizan hacia
protistas heterotroficos (ciliados y flagelados heterotroficos), que constituyen el
denominado bucle microbiano o red trofica microbiana (Pomeroy 1974, Azam et al. 1983,
Sherr et al. 1988, Banse 1992, Azam et al. 1995, Azam 1998), y/o hacia protistas
mixotroficos (Fenchel 1982, Bird y Kalff 1986, 1987, Sanders y Porter 1988, Caron et al.
1990, Nygaard y Tobiesen 1993, Isaksson et al. 1999) que implican una ampliacion del
concepto de bucle microbiano. Se considera que aproximadamente entre el 30-60% de la
produccion primaria es canalizada por el bucle microbiano a partir de las bacterias
(Ducklow y Carlson 1992, Azam 1998). El bucle microbiano implica, en parte, s6lo un
desvio parcial y temporal del flujo de C organico a través de la tradicional cadena
alimentaria de pastoreo (fitoplancton-zooplancton-peces), ya que parte del C que fluye
por dicho bucle termina ingresando en la cadena de pastoreo a través de la depredacion
del zooplancton sobre los protistas (Porter et al. 1979, Stoecker y Capuzzo 1990, DeBiase
et al. 1990, Gifford 1991, Cruz-Pizarro et al. 1994) o directamente sobre las bacterias
(Peterson et al. 1978, Pace et al. 1983, Pedros-Alio y Brock 1983, Bern 1987).

Sin embargo, debido a la importancia de las pérdidas de C por respiracion
bacteriana, el bacterioplancton ha sido considerado més un sumidero de C de la red
trofica planctéonica que un vinculo con la cadena de pastoreo a través del bucle
microbiano (Ducklow et al. 1986, del Giorgio et al. 1997). No obstante, con respecto a los
nutrientes minerales, el bacterioplancton se considera mas un vinculo con otros eslabones
troficos que un sumidero de estos nutrientes (Cottingham et al. 1997).

Esta perspectiva de las bacterias como sumideros de C ha sido sustentada por
estudios realizados fundamentalmente en sistemas oligotréficos, donde la respiracion
bacteriana constituye una elevada proporcion de la respiracion de la comunidad completa,
ademas de que las eficiencias de crecimiento bacteriano son menores (del Giorgio et al.
1997, del Giorgio y Cole 1998, Biddanda et al. 2001, Cotner y Biddanada 2002). Un
crecimiento bacteriano limitado por los nutrientes implica una utilizaciéon menos eficiente
del C organico, con un incremento de los costos de mantenimiento de su metabolismo
(del Giorgio y Cole 1998). Curiosamente, en los sistemas oligotroficos, la razon biomasa
bacteriana:biomasa algal tiende a ser mayor que en los sistemas eutroficos (Cotner y
Baddanda 2002), por lo que su mantenimiento implica un flujo de gran cantidad de C
organico a través del bucle microbiano, con el consiguiente menor desarrollo de los
niveles troficos superiores propios de la cadena de pastoreo (Cotner y Biddanda 2002). La
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razén de esto ultimo es el elevado nimero de transferencias troficas (bacterias-flagelados-
ciliados-metazooplancton), cada una de las cuales implica un 40-50% de remineralizacion
de C organico hasta CO, (Jahnke y Craven 1995). Por ello, en la tercera transferencia,
>90% del DOC inicialmente asimilado por las bacterias habra sido liberado como CO,, y
<5% se habra transferido al metazooplancton (Rivkin y Anderson 1997).

Por otro lado, también esta documentado en sistemas oligotréficos una
acumulacion de DOC, que no es consumido por la limitacion de nutrientes minerales
(Obernosterer y Herndl 1995, Rivkin y Anderson 1997, Olsen et al. 2002), o porque su
biodisponibilidad para las bacterias se hace menor al estar sometido a la radiacion solar,
particularmente en sistemas con alta razon luz:nutrientes. En efecto, recientes estudios
han aportado evidencias de que los sustratos organicos inicialmente biodisponibles (ej. C
de reciente origen fotosintético) sufren una transformacion fotoquimica por accién de la
radiacion solar que los hace mas recalcitrantes y menos disponibles para el consumo
bacteriano (Benner y Biddanda 1998, Obernosterer et al. 1999, Obernosterer et al. 2001).
Por tanto, altas concentraciones de DOC no implican necesariamente que las bacterias no
estén limitadas por C organico.

De lo expuesto anteriormente, surgen ciertas ‘“contradicciones”: sistemas
oligotroficos con alto consumo de C que sustentan un bucle microbiano desarrollado vs.
sistemas oligotroficos donde existe una importante acumulacion de C. (Es por tanto el
concepto de oligotrofia per se un descriptor inequivoco que permita comprender los
procesos que determinan el tipo de red trofica dominante en ecosistemas pobres en
nutrientes minerales?

Indudablemente para un conjunto de ecosistemas autotroficos algunos posibles
rasgos diferenciadores establecidos siguiendo el clasico esquema disyuntivo oligotrofia
vs. eutrofia pueden estar originariamente determinados por el grado de desacople entre
fotosintesis y crecimiento del fitoplancton. Asi, en ambientes oligotréficos, la prolongada
escasez de nutrientes provoca un exceso de fotosintato que es excretado, constituyendo
una fuente de C organico que atrae bacterias, y éstas concentran los nutrientes que son
después puestos a disposicion de las algas por accion de los protozoos bacterivoros
(Azam et al. 1995). Por tanto se potencia el bucle microbiano controlado por el C
fotosintético (Berman-Frank y Dubinsky 1999, Cotner y Biddanda 2002). ;Sera este
esquema adecuado para los lagos oligotroficos de alta montafia? En ambientes eutroficos,
el porcentaje de fotosintatos liberados es baja y los requerimientos de nutrientes
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procedentes del reciclado por la red microbiana son pequefios debido a la existencia de
fuentes aldctonas de nutrientes minerales. La mayor parte del C fijado se invierte en
crecimiento fitoplanctonico y fluye hacia niveles troficos superiores siguiendo la cadena
de pastoreo, que se potencia con respecto al bucle microbiano. Por tanto, en estos
sistemas la necesidad de un estrecho acople entre bacterias y fitoplancton a través del C
fotosintético excretado sera mucho menor (Berman-Frank y Dubinsky 1999, Cotner y
Biddanda 2002).

En la Figura anterior se ha representado esquematicamente los procesos que
intervienen en la interaccion alga-bacteria y los factores que potencialmente afectan, y
que seran tratados en esta Memoria de Tesis.

Sistema estudiado y justificacion

La Caldera es un pequefio lago oligotrofico de alta montafia, localizado en la
vertiente sur de Sierra Nevada, a 3050 m sobre el nivel del mar, muy préoximo al nivel de
cumbres. La laguna se sitiia en un circo glacial, sobre un sustrato rocoso de naturaleza
silicea (micasquistos, cuarcitas) propio del manto del Mulhacén, perteneciente al
complejo Nevado-Filabride de la zona Bética (Cordilleras Béticas). Tiene una superficie
de alrededor de 2 ha, una profundidad maxima muy variable (2.5-14 m) dependiendo del
régimen anual de precipitaciones, y una profundidad media de 4.3 m. La cuenca de
captacion es muy pequeia (alrededor de 14.6 ha), carece de afluentes o efluentes visibles,
asi como de vegetacion litoral y macroéfitos, por lo que las entradas de carbono organico
aloctono son muy reducidas.

Posee las caracteristicas propias de los sistemas oligotroficos de alta montafia:
aguas transparentes, alcanzando hasta la profundidad maxima de la laguna la visibilidad
del disco de Secchi y cerca del 10% de la intensidad de radiacion fostosintéticamente
activa (PAR) incidente; valores de clorofila inferiores a 2 pg 1"; concentraciones de
fosforo total < 10 pg I y una baja concentraciéon de carbono organico disuelto (DOC)
(<0.5 mg 1), en su mayor parte de origen autéctono, como indica la razén de
fluorescencia Fys: Fsop de aproximadamente 1.9 (Donahue et al. 1998, Reche et al. 2001).
Durante el periodo libre de hielo (habitualmente desde Julio hasta principios de
Noviembre) la laguna no muestra una clara estratificacioén térmica y la temperatura oscila
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entre 4 °C después del deshielo y ~ 10-15 °C a mediados del periodo estival. La
comunidad planctonica es muy simple, con ausencia total de peces y macrofitos.
(Martinez 1977, Cruz-Pizarro 1981 a, b, Carrillo 1989, Carrillo et al. 1990 a, 1991 a, b,
1995, 1996 a, Echevarria et al. 1990, Reche 1995, Reche et al. 1996).

Las caracteristicas descritas hacen a este ecosistema ideal para el estudio de la
interaccion alga-bacteria. Asi, la ausencia de solapamientos en el tamafio del
bacterioplancton heterotrofico (0.2-1 um), del componente autotrofico (1-10 um) y del
zooplancton (>40 pum) permite la facil segregacion de estos componentes mediante
filtracion diferencial. Esto facilita la cuantificacion de los flujos de C y nutrientes en cada
compartimiento, asi como el aislamiento de cada componente, necesario para el analisis
experimental de los factores que afectan a su actividad. Su oligotrofia y escaso contenido
de DOC, mayoritariamente de origen autdctono, hace al sistema mas sensible al efecto de
los nutrientes y del C de origen fotosintético sobre los procesos de la comunidad
planctonica. Por ultimo, este ecosistema es ideal para el estudio del impacto de la
radiacion solar sobre la actividad de cada componente de la comunidad pelagica y sobre
el flujo de C entre el fitoplancton y las bacterias, ya que por su localizacion (alta
montafia) recibe una elevada intensidad de radiacion ultravioleta (Caldwell et al. 1980,
Blumthaler et al. 1992).

Conocimientos previos de la interaccion alga-bacteria en La Caldera

Estudios previos realizados en La Caldera concernientes a la interaccion
fitoplancton-bacterias mostraron la existencia de una relacion positiva de los parametros
estructurales (biomasa y abundancia) entre algas y bacterias a lo largo de una escala
estacional, que no se mantuvo para las producciones primaria y bacteriana. El hecho de
que la produccion autotréfica no fuera un buen predictor de la produccion bacteriana, y
que el suministro de C organico (tasa de exudacion desde el fitoplancton) excediera los
requerimientos bacterianos de C, no permitid6 confirmar la dependencia del
bacterioplancton del C organico fotosintético, a pesar de que esto era lo esperado en un
sistema como La Caldera, por las caracteristicas descritas arriba (Reche et al. 1996).

Se propuso que el bacterioplancton podia estar controlado por otro factor que
también influenciara en la comunidad autotréfica. Un conjunto de resultados
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experimentales pusieron de manifiesto que el fosforo, fundamentalmente el procedente
del reciclado del zooplancton, podia ser este factor, ya que era un macronutriente
limitante en el sistema (Carrillo et al. 1996 a), condicionaba la sucesion estacional del
fitoplancton (Carrillo et al. 1995, Villar-Argaiz et al. 2001) y satisfacia las demandas
minimas de algas y bacterias de este elemento (Reche et al. 1997). Villar-Argaiz et al.
(2001) mostraron que las fuentes de P que cubrian las demandas minimas de este
nutriente del fitoplancton y del bacterioplancton (calculadas a partir de valores de
produccion y razén C:P) eran, en orden de importancia, las entradas atmosféricas, el
reciclado de zooplancton y los procesos de deshielo.

Un conjunto de experimentos mostré un incremento de la produccion autotrofica
y bacteriana en tratamientos con zooplancton concentrado, como resultado del
crecimiento compensatorio estimulado por el reciclado de nutrientes desde el
zooplancton, indicando el papel del P reciclado como regulador del crecimiento algal y
bacteriano (Reche et al. 1997). Otro resultado llamativo fue la disminucion de la
disponibilidad de C organico para el crecimiento del bacterioplancton en los tratamientos
experimentales con zooplancton (Reche et al. 1997), asi como tras un pulso de P (Villar-
Argaiz et al. 2002 b), consistente con un mejor acople entre fotosintesis y crecimiento
algal (Berman-Frank y Dubinsky 1999). Esta respuesta del fitoplancton puede funcionar
como una estrategia de control por parte de las algas que permita modular su interaccion
con las bacterias desde una competencia por el P a un comensalismo por C organico, al
reducir el suministro de C orgénico (Reche et al. 1997, Villar-Argaiz et al. 2001).

Este conjunto de resultados indican la complejidad de la interaccion entre algas y
bacterias, al menos en sistemas como La Caldera, donde las fluctuaciones de las
condiciones ambientales asociadas a procesos meteoroldgicos pueden condicionar la
naturaleza e intensidad de la interaccion alga-bacteria.
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OBJETIVOS

Puesto que las condiciones de oligotrofia imponen una serie de restricciones
importantes al flujo de carbono en ecosistemas acuaticos, en esta Tesis nos proponemos
analizar en profundidad los factores que regulan la interaccion alga-bacteria como
proceso bisagra que determina la importancia relativa del bucle microbiano y la cadena de
pastoreo.

Dentro de este marco, desarrollamos como objetivos especificos:

1. Analisis estacional e interanual de la estructura y dindmica de la red trofica
pelagica, en relacion con los regimenes de precipitacion atmosférica (Capitulo III).

2. Importancia de la escala de andlisis en los procesos que rigen la interaccion
comensalista alga-bacteria: escala espacial y temporal (diaria, estacional e
interanual) (Capitulo IV).

3. Evaluacion experimental in situ de los efectos del espectro de radiacidn solar sobre
la actividad fitoplanctonica, bacteriana e interaccion alga-bacteria (Capitulo V).

4, Analisis de los efectos interactivos entre la calidad de la luz y la disponibilidad de
nutrientes limitantes (P) sobre la producciéon primaria, bacteriana e interaccion
alga-bacteria en condiciones de alta intensidad de radiacion solar (Capitulo VI).

5. Respuesta bacteriana al espectro de radiacion: modulacion por algas y nutrientes
limitantes (Capitulo VII).

6. Cuantificacion de la capacidad bacterivora (mixotrofia) del fitoplancton en
condiciones de luz vs. oscuridad (Capitulo VIII).






CAPITULO II

Materiales y métodos

Lo que llevé a cabo movido por la ira,
creci6 con impetu de la noche a la mafiana,
mas no perduré en la lucha con los elementos.

Lo que sembré movido por el amor,
germind con firmeza y maduré pausado,

y goz6 de la bendicién del cielo.

Peter Rosegger (1843-1918)
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Los materiales y métodos generales comunes a dos o mas Capitulos de la presente
Memoria de Tesis Doctoral se abordan de forma conjunta en este Capitulo. Todos los
procedimientos y protocolos utilizados fueron basicamente los recomendados en el
Proyecto Europeo Mountain Lake Research (MOLAR), descritos en Straskrabova et al.
(1999 a).

PRECIPITACIONES ATMOSFERICAS

Los valores de precipitacion diaria a lo largo de los afios de estudio se obtuvieron
a partir de la media de 6 estaciones meteorologicas localizadas en una altitud
comprendida entre 2500 y 3000 m. Las muestras de agua precipitada fueron recogidas
diariamente en colectores de un tamafio de 0.45 x 0.45 m, excepto durante el periodo
invernal, cuando se utilizaron colectores especiales para nieve. Todos estos datos, junto
con las precipitaciones medias de los ultimos 40 afios, fueron cedidos por Sierra Nevada
S.A.

ANALISIS DEL PERFIL VERTICAL

Durante el periodo estival de los afos 1995, 1996, 1997, 1998 y 1999 se
realizaron muestreos semanales (quincenales en 1998 y mensuales en 1999) en la zona de
mayor profundidad de la laguna, en un ambiente de caracteristicas esencialmente
pelagicas. Los muestreos se iniciaron cuando la laguna permanecia entre el 75 y el 90%
cubierta de hielo y nieve (desde finales de Mayo en 1995; principios de Julio en 1996-98)
y se extendié durante todo el periodo estival, hasta la caida de las primeras

precipitaciones en forma de nieve (principios de Noviembre). Los muestreos se realizaron
entre las 11:00 y 13:00 h locales.

Las profundidades de muestreo fueron 3 en los afios secos 1995y 1999 (0.5, 1 y 2
m) y 4 en los aflos himedos 1996-98, dependiendo de la profundidad de la laguna (0.5, 3,
5y 10-12 m).
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Variables estructurales

Variables fisicas, quimicas y biologicas: toma de muestras

Para cada dia de muestreo, se cuantificaron las siguientes variables: temperatura,

pH, oxigeno (mg I, % saturacién) y conductividad. Las medidas se realizaron a

intervalos de 30-50 cm utilizando una sonda multiparamétrica (YSI, Yellow Spring

Instruments). Paralelamente, se midi6 el perfil de atenuacion de la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) con un contador esférico de fotones (LiCor LI 193SA).

Las muestras de agua para las determinaciones quimicas (realizadas por

triplicado) y biologicas se obtuvieron de las distintas profundidades utilizando una botella

Van Dorn horizontal (6 1 capacidad). De cada profundidad se extrajeron:

a)

b)

Submuestras de 50 ml, recogidas en botellas de vidrio Pyrex®, para el anélisis de
nitroégeno total (NT) y fosforo total (PT).

Submuestras de 50 ml, filtradas in sifu a través de portafiltros desechables de
0.45 um de tamafio de poro (Minisart , Sartorius”) y recogidas en botellas
Pyrex®, para el analisis de amonio (NH,"), fosforo reactivo soluble (SRP; fijado
con 1 ml de S,HO, 0.09 N), nitrogeno disuelto total (NDT) y fésforo disuelto
total (PDT).

Un volumen de 3 1 en botellas de PET para la determinacion de la clorofila a. El
agua se filtré sobre filtros Whatman® GF/F y el refiltrado se utilizo para llevar a
cabo los analisis de la alcalinidad, nitritos (NO;") y nitratos (NO3).

Submuestras de 130 ml de agua fijada con Lugol acético (aprox. 1% v/v de
concentracion final) para la cuantificacion del fitoplancton.

Submuestras de 130 ml de agua fijada con solucion formaldehido-tampon
cacodilato para la cuantificacion del picoplancton autotrofo.

Submuestras de 130 ml y de 20 ml (en botes esterilizados, tipo penicilina),
fijadas con formaldehido neutralizado y filtrado por 0.2 um (concentracion final
2%) para la cuantificacion de nanoflagelados heterotroficos (HNF) y
bacterioplancton, respectivamente.
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g) Submuestras de 1 litro de agua fijada con Lugol acético (aprox. 1% v/v de
concentracion final) para la cuantificacion de ciliados.

h) Un volumen minimo de 12 litros de agua para la cuantificacion de zooplancton.
Este volumen se filtré sobre una malla de nylon de 40 um de diametro de poro
que fue inmediatamente fijada con formaldehido (4% de concentracion final).

Todo el material utilizado en la toma de muestras y en el procedimiento de
laboratorio para la determinacion de las variables quimicas y de los procesos biologicos
fue previamente lavado con acido y enjuagado con agua bidestilada.

Variables fisicas, quimicas y biologicas: determinaciones en laboratorio
Compuestos de Fosforo

La determinacion de fosforo reactivo soluble (SRP) se realizo segin el método
propuesto por Murphy y Riley (1962). El i6n fosfato reacciona con molibdato amoénico en
medio acido para dar acido fosfomolibdico que se reduce a continuacidon con &cido
ascorbico a azul de molibdeno, cuya intensidad de coloracién azul se mide por
espectrofotometria a 885 nm. En el método se incluy¢ la adicion de tartrato de antimonio
y potasio para evitar la interferencia potencial de otros aniones, especialmente los
silicatos. Las muestras se midieron utilizando cubetas de 10 cm de cuarzo, lo que dota al
método de mayor sensibilidad. El limite de deteccion del método es de 0.9 ug P 1.

El foésforo total (PT) y el disuelto total (PDT) se determinaron
espectrofotométricamente como i6n fosfato en cubetas de 10 cm a 882 nm (APHA 1992).
Previamente las muestras fueron oxidadas con 7 ml de mezcla oxidante (persulfato
potasico, acido borico e hidréxido sdédico) en autoclave durante 30 minutos a 120°C. El
limite de deteccion del método es de 1 pg P17

El fosforo particulado (PPa) se calculé como diferencia entre PT y PDT.

Compuestos de Nitrogeno

El amonio (NH,") se determiné siguiendo el método de azul de indofenol (Rodier,
1981). En un medio alcalino y en presencia de nitroprusiato, los iones amonio reaccionan
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con una solucion de hipoclorito sédico y fenol dando lugar a un compuesto de color azul,
de intensidad directamente proporcional a la cantidad de amonio en la muestra. Su
determinacion espectrofotométrica se realizoé en cubetas de 4 cm a 640 nm. El limite de
deteccion del método es de 2 pg N 1.

Para llevar a cabo la determinacion de los iones nitrito NO,™ se utilizo el método
propuesto por Shinn (1941). Segin este método, los NO,, al reaccionar con
sulfanilamida, dan lugar en medio &cido a un compuesto diazo que reacciona con N-1-
naftilendiamina dihidrocloruro. Como resultado se obtiene un compuesto de coloracion
rosacea que se mide espectrofotométricamente a 543 nm en cubetas de 4 cm de recorrido
optico.

Los nitratos (NO3') se determinaron por cromatografia iénica (Dionex, DW 300),
utilizando un bucle de 100 pl. La sensibilidad minima del aparato es de 10 ppb de NOs".
El nitrégeno disuelto inorganico (DIN) se calculdé como la suma de NH;", NO, y NOs".

Las muestras para el analisis de nitrégeno total (NT) y disuelto total (NDT)
fueron digeridas con una mezcla oxidante siguiendo el mismo procedimiento sefialado
para el fosforo total, de forma que los distintos compuestos de nitrogeno se oxidaron a
nitratos. Posteriormente, la lectura de este 16n se realiza por espectrofotometria a 220 nm
(APHA, 1992). El limite inferior del método es de 40 ug N 1",

El nitrégeno particulado (NPa) se calculé como diferencia entre NT y NDT.

Parametros biologicos

La determinacion de la concentracion de clorofila a se llevd a cabo siguiendo el
método propuesto por Jeffrey y Humphrey (1975). Para ello, la clorofila retenida sobre
los filtros GF/F fue extraida en acetona (90%) durante 24 h, a 4°C y en oscuridad. En un
espectrofotometro Perking-Elmer UV-VIS se midieron las absorbancias del extracto a
663, 647, y 630 nm, asi como a 750 nm (como medida correctora de turbidez).
Posteriormente el extracto fue acidificado (pH 2) con HCl IN. La absorbancias del
extracto acidificado a 663 nm y 750 nm se utilizaron para corregir la absorbancia a 663
nm debida a feopigmentos.

La concentracion de clorofila se obtiene de la expresion:
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Chla (I.Lg 1_1) = [1 1.85 (AbS663 — AbS750) —-1.54 (AbS647 — AbS750) —0.08 (Ab5630 -
Abs7s0)] X Ve VE ' Le™!

donde Absy,« son las absorbancias medidas para cada longitud de onda respectiva, Ve es
el volumen (ml) del extracto; Vf, el volumen (1) de agua del lago filtrada; Lc, la longitud
(cm) de la cubeta del espectrofotometro.

El célculo de la abundancia de fitoplancton se realiz6 siguiendo el método
propuesto por Uthermdl (1958). Tras la sedimentacion de una alicuota de 50 ml de
muestra en una camara compuesta Uthermdl durante 48 h para asegurar la sedimentacion
de las células més pequenas (Margalef 1969), se contaron los individuos de 100 campos
elegidos al azar, o al menos 400 células de las especies mas abundantes en un
microscopio invertido (Leitz, Fluovert FS), como recomiendan Sandgren y Robinson
(1984). El célculo de la abundancia celular se obtuvo a partir de la siguiente expresion:

N =(C x S;) X (n° campos X S, X V)!

donde N es el n° de células ml™”, C, el n° células contadas; S;, la superficie efectiva de la
cdmara de sedimentacion (mm?), S,, la superficie campo 6ptico (mm?); V, el volumen
corregido de la muestra sedimentada (ml).

El biovolumen celular se estim6 a partir de medidas realizadas con un analizador
de imagenes (Leica, Quantimet 500) sobre al menos 20 células por especie y muestra. El
calculo se realizd por aproximacion de la forma celular de cada especie a su forma
geométrica ideal (Willen 1976, Rott 1981, Butterwick et al. 1982) y siguiendo las
propuestas para las especies de La Caldera por Carrillo (1989). Finalmente, el
biovolumen celular fue convertido a carbono usando los factores de conversion
propuestos por Rocha y Duncan (1985) para los grupos fitoplanctonicos principales.

La abundancia del picoplancton autétrofo se obtuvo por conteo directo de células
< 1 um dotadas de autofluorescencia utilizando un microscopio de epifluorescencia
(Leitz, Fluovert FS), equipado con un bloque de filtros Ernst Leitz (BP 420-490/DM
510/LP 515). Para ello, se concentraron 5-20 ml de cada muestra fijada (tampon
formaldehido-cacodilato 1% c.f.) sobre filtros oscuros de policarbonato (Black
Nuclepore®) de 0.2 pm de didmetro de poro, se montaron en portaobjetos y se procedio al
recuento de al menos 100 campos elegidos al azar. Las muestras, fijadas inmediatamente
tras su toma, fueron contadas dentro de un plazo maximo de una semana, para evitar que
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la degradacion de la clorofila y su pérdida de autofluorescencia condujera a una
subestima del picoplancton autotrofo (Straskrabova et al. 1999 a).

La abundancia del bacterioplancton (BAC) y de nanoflagelados heterotroficos
(HNF) se obtuvo por conteo directo en microscopia de epifluorescencia (Leitz, Fluovert
FS) equipado con un bloque de filtros Ernst Leitz (BP 340-380/DM 400/LP 425). La
tincion de las muestras se realizd siguiendo el protocolo propuesto por Porter y Feig
(1980), que de forma basica consiste en:

1. Concentracién de la muestra mediante filtracion en colector multiple Millipore®™
(presion inferior a 100 mm Hg) a través de un filtro oscuro de policarbonato (Black
Nucleopore®™) de 0.2 um (para BAC) 6 1 um (para HNF) de didmetro poro, hasta
dejar 2 ml en cada colector.

2. Adicion del fluorocromo 4’-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) a cada colector, hasta una
concentracion final minima de 0.2% p/v. Incubacién en oscuridad durante 10-15°.

3. Filtracion completa (presion inferior a 100 mm Hg).

4. Montaje del filtro en un portaobjetos, utilizando aceite de inmersion para
epifluorescencia (Reichert ).

Se contaron un minimo de 400 células de bacterias y 100 campos para HNF por
muestra, eligiendo los campos al azar. La abundancia de BAC se obtuvo a partir de la
siguiente expresion (Jones 1979):

N=YxAx(axV)'

donde N es el numero de células ml™'; Y, el nimero medio de células por reticula; A, el
area efectiva de filtracion (mm?); a, el area de la reticula (mm?); V, el volumen corregido
filtrado de la muestra (ml).

El biovolumen bacteriano se obtuvo a partir de células visualizadas en
microscopio electronico de transmision (TEM). Previamente, muestras fijadas de
bacterias tomadas en diferentes momentos del periodo estival fueron concentradas por
filtracion incompleta sobre filtros de 0.2 pm (Nuclepore®™); el liquido restante se sometio
a agitacion sobre el mismo filtro con el objeto minimizar el numero de bacterias
adheridas al filtro, y posteriormente fue recogido en viales estériles, utilizando pipetas
Pasteur estériles. A continuacion, alicuotas de este concentrado de bacterias se
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depositaron sobre rejillas de microscopia electronica (rejilla 400Cu) recubiertas con una
pelicula de “colloidon”, y se tifieron con uracil acetato al 1% c.f. Posteriormente, las
bacterias se examinaron a 20,000 X y se fotografiaron junto con las rejillas estandar de
calibracion. Las imagenes fueron escaneadas y el biovolumen se calculd midiendo el
diametro celular (D) (formas cocoides), o el ancho (A) y longitud (L) (formas bacilares y
filamentosas) de mas de 30 células de cada tipo morfologico mediante el uso del software
Corel™ Photo-Paint. El volumen (V, pum® cél") de las formas cocoides se determind
aproximando su forma a una esfera:

Veoeos = TD/6

y el volumen de las formas bacilares y filamentosas se determind aproximando su forma a
una elipse:

Ve =TLAY/6

La biomasa bacteriana (C, fg C cél”) se estimo a partir del volumen celular
bacteriano (V) segun la expresion de Norland (1993):

C=120*V*"

La cuantificacion de la abundancia de bacterias durante parte de los afios 1997 y
1998 se realizd6 también mediante citometria de flujo siguiendo bdsicamente la
metodologia propuesta por Button y Robertson (1993), con modificaciones. El citometro
utilizado fue un Becton Dickinson FACS Vantage equipado con un laser dual Coehrent
(395 y 488 nm) y una potencia maxima de 150 mW. Tras ajustar la sefial del aparato a
una escala logaritmica (Schmid et al. 1988), y fijar los filtros de ancho de banda a 530 *
30 nm y al rango de tamafio de 0.2—1.2 wm, un volumen de 2 ml de muestra previamente
teflida con naranja de acridina (0.02% c.f., procedimiento similar al de DAPI) permitid
contar tres réplicas por muestra.

Para calcular la abundancia de bacterias totales a partir de los valores obtenidos
por citometria de flujo se construy6 una curva de calibracion entre las bacterias contadas
mediante microscopia de epifluorescencia (y) y mediante citometria de flujo (x) que
resulto en la siguiente expresion y parametros estadisticos:

y=73746 +0.834 x

(r=0.95,p <0.001, n = 30)
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La abundancia de HNF se obtuvo a partir de una expresion analoga a la utilizada
para el fitoplancton (ver arriba), s6lo que en este caso S; se refiere a la superficie efectiva
del filtro (mm?®). La cuantificacion de HNF se realizé dentro de un plazo maximo de 1
mes tras la toma de las muestras, para evitar que la degradacion de la clorofila y la
pérdida de autofluorescencia condujera a la obtencion de falsos HNF. Como
procedimiento paralelo, los HNF se identificaron siguiendo el mismo protocolo que el
utilizado para el fitoplancton y las recomendaciones de caracter citotaxonémico por Dr.
Sanchez-Castillo (comunicacion personal). El volumen celular de cada una de las
especies identificadas se estimd por aproximacion a su forma geométrica ideal, midiendo
las dimensiones apropiadas de al menos 10-20 células por muestra con un analizador de
imagenes Leica, Quantimet 500. El volumen celular fue convertido a biomasa usando un
factor de conversion de 220 fg C pm™ (Borsheim y Bratbak 1987).

Para determinar la abundancia de ciliados se procedi6 a la sedimentacion de 1 1 de
muestra durante 72 h. A continuacion se retird la mayor parte del liquido sobrenadante
desde su superficie con una pipeta Pasteur acoplada a una bomba de vacio a presion muy
baja para evitar la resuspension, hasta reducir la muestra a 100 ml. Finalmente, ésta se
sediment6 en camaras Uthermdl para el recuento y medida de los organismos. La
abundancia de ciliados se calculd a partir de recuentos de la placa de sedimentacion
completa, tras corregir el volumen debido al fijador. El biovolumen celular se estimo a
partir de medidas del diametro celular (usando un analizador de imagenes Leica,
Quantimet 500) y ajustando su forma a una esfera. El volumen celular fue corregido con
un factor de 1.4 debido a la contraccion de la fijacion con Lugol (Mdller y Geller 1993), y
convertido a carbono usando un factor de conversion de 140 fg C um™ (Putt y Stoecker
1989).

El céalculo de la abundancia del zooplancton se realizd siguiendo el método
propuesto por Uthermdl (1958). Tras la sedimentacion en camaras compuestas Uthermal
durante 24 horas, los organismos fueron identificados y contados utilizando un
microscopio invertido (Olympus CK2). Al menos 20 individuos fueron medidos (con un
analizador de imagenes Leica, Quantimet 500) para cada especie y para cada uno de los
estadios de desarrollo del copépodo calanoide Mixodiaptomus laciniatus. La biomasa
zooplanctonica fue estimada a partir de las relaciones longitud-peso seco propuestas en la
literatura (Botrell et al. 1976, Ruttner-Kolisko 1977), a excepcion de la biomasa de M.
laciniatus que se estimo a partir de las relaciones propuestas por Carrillo et al. (2001) y
Villar-Argaiz et al. (2002 a).
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Variables funcionales

Produccion primaria, excrecion algal de carbono orgdnico y su reasimilacion
bacteriana

La produccion primaria se midio6 utilizando la técnica del "*C (Steemann—Nielsen,
1952). Para cada determinacion, se afiadio 10 pCi de NaH"*CO; de una ampolla de 20
uCi ml" (actividad especifica = 8.4 mCi mmol”', NEN Dupont) a cada una de las botellas
experimentales (tres botellas claras y una oscura, de 130 ml). Estas se incubaron in situ
durante 4 horas, en posicion horizontal. Después de la incubacion, las muestras se
mantuvieron en oscuridad y en frio hasta su posterior tratamiento en laboratorio,
aproximadamente 2 horas mas tarde. Un analisis comparativo previo entre muestras
tratadas in situ y en el laboratorio no mostré diferencias significativas entre ellas (Reche
1995).

La actividad total (AT), "*C disponible, se midi6 tomando un testigo de 1 ml de la
muestra a la que se le afiadia 1 ml de NaOH IN para evitar la liberacion de '*C inorganico
al afiadir el liquido de centelleo (con un pH mas acido).

La produccién primaria (PP) fue medida como carbono organico total producido
(TOC) tras acidificar una submuestra de 4 ml en un vial de centelleo de 20 ml (100 ul de
HCI 1IN, pH < 2) que se dejaba abierto en una campana extractora durante 24 h (sin
burbujear), para retirar los restos de '‘C inorganico, tal y como Lignell (1992)
recomienda.

La produccion primaria particulada se determind filtrando una alicuota de 60 ml a
través de un filtro Nuclepore® de 1.0 um de tamafio de poro (carbono organico
particulado > 1 um, POC,) y el filtrado (filtracion en serie) a través de un filtro de 0.2 um
(carbono orgénico particulado 0.2-1 um, POC,). Para minimizar la ruptura de células, la
filtracion se realizo a baja presion (< 100 mm Hg). Los filtros se dispusieron en viales de
centelleo y el 'C inorganico se retiré afiadiendo 100 pl de HCI IN. Por ultimo, para la
determinacion del carbono organico disuelto producido (DOC), se recogi6 una alicuota de
4 ml del filtrado resultante < (0.2 wm en un vial de centelleo y se tratd de igual forma que
el TOC. Posteriormente se afiadié liquido de centelleo (Beckman Ready Safe) a todos los
viales y tras 12 h se midieron con un contador de centelleo provisto de autocalibracion
(Beckman LS 6000TA).
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PRODUCCION PRIMARIA

Procedimiento analitico
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El carbono organico producido se calculo siguiendo la expresion:
pg C 1 h'=dpm x CO, x 1.05 x 1.06 x k; x k, X ks x AT

donde dpm representa la diferencia entre los valores de dpm de las botellas claras — dpm
de la botella oscura; CO,, el >CO, total disponible expresado en mg 1'; 1.05 es un factor
que corrige la velocidad de asimilacion entre el isdtopo 12 y 14 del C; 1.06 es un factor
que corrige las pérdidas por respiracion; ki, k, y k; son tres factores que permiten ajustar
el volumen filtrado a un litro, el tiempo de incubacidon a una hora y las unidades,
respectivamente; AT, la actividad total (dpm ml™”, 'C disponible). El *CO, total del agua
se estimo a partir de las medidas de alcalinidad y pH (APHA 1992).

El hecho de que no se encontrara picoplancton autoétrofo < 1 um (tanto en
muestras filtradas por 1 pm, como sin filtrar), y que la filtracion a través de 1 pum
(maximo 100 ml por filtro) no supusiera una retencion significativa de bacterias (z-test
para muestras dependientes, p>0.2 pm, n=6), implica que el '*C retenido sobre los filtros
de 0.2 um se correspondié basicamente con los exudados de origen fotosintético
incorporados por las bacterias heterotroficas.

La produccion primaria (PP) se obtuvo de los valores de TOC (ug C 1" h'™"), y la
productividad primaria (PdP, h™") se calculé a partir del cociente entre la PP (ug C 1" h™)
y la biomasa fitoplanctonica (ug C I™).

La excrecion de C organico fotosintético (EOC) fue calculada, segin Vadstein et
al. (1989), como:

EOC (ug C1"'h")=POC, + DOC
El porcentaje de exudados fotosintéticos excretados (%EOC) se calculd como:
%EOC = EOC x PP"' x 100

La eficiencia de asimilacion bacteriana de exudados fotosintéticos (%PEA) se
calcul6 como:

%PEA = POC, x EOC™! x 100
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Produccion bacteriana y eficiencia de uso del C fotosintético

La produccion bacteriana (PB) se determiné utilizando la técnica de incorporacion
en el ADN bacteriano de timidina marcada (Fuhrman y Azam 1982, modificado segiin
Servais et al. 1987). Para cada determinacion, se afiadié [metil-’H] timidina (actividad
especifica = 76-82 Ci mmol”, Amersham Pharmacia) a cada una de las botellas
experimentales de 25 ml (6 réplicas + 4 blancos) hasta una concentracion final de 10.9
nM. Las botellas experimentales se incubaron in situ durante 60 minutos. La
concentracion final de *H-timidina fue saturante (para inhibir la sintesis de timidina de
novo a partir de precursores no radiactivos) y el tiempo de incubacion adecuado (la
asimilacion de *H-timidina es lineal durante este periodo), segin cinéticas previas
realizadas para este mismo sistema (Reche 1995, Reche et al. 1996). Tras la incubacion,
el proceso de incorporacion de timidina se detuvo con la adicion de NaOH (concentracion
final de 0.25 N), produciéndose ademas la hidrolisis alcalina del ARN. Los blancos
fueron fijados con NaOH (0.25 N, c.f.) previamente a la adicion del radiotrazador.
Posteriormente, en el laboratorio, se realizaron los siguientes tratamientos sobre las
muestras:

1. Tratamiento con TCA frio. Permite cuantificar la cantidad de “H-timidina
incorporada en el total de macromoléculas bacterianas. A cada muestra se le afiadio
acido tricloroacético (TCA) hasta una concentracion final del 5% p/v (pH ~ 2) y se
dejo actuar durante 20’ en un lecho de hielo picado. El TCA provoca la precipitacion
de las proteinas y del ADN, precipitado que es recogido en un filtro Nucleopore® de
0.2 um de diametro de poro mediante filtracion de la muestra a baja presion (<100
mm Hg). Posteriormente, se enjuagaron los filtros 3 veces con 2 ml de TCA (5%)
para retirar posibles restos de radioactividad no incorporada. Finalmente, la mitad de
los filtros (3 muestras + 2 blancos) se recogieron en viales a los que se afiadi6 liquido
de centelleo (Beckman Ready Safe) para su posterior medida en un contador de
centelleo provisto de autocalibracion (Beckman LS 6000TA).

2. Tratamiento enzimatico con ADNasa I (Robarts et al. 1986). Permite cuantificar la
cantidad de *H-timidina incorporada en macromoléculas bacterianas distintas del
ADN. Sobre la otra mitad de los filtros (3 muestras + 2 blancos) se realiz6 una
digestion enzimatica con ADNasa [ (Boehringer Mannheim). Para ello se
neutralizaron los filtros con KHCO; 10 nM (2 veces con 2 ml) y a continuacién se les
afadi6 la solucion enzimatica de DNAsa I (en tampon Tris-HCI, pH 7.5), que se dejo
actuar durante 2 horas en agitacion a 37 °C. Finalmente, los filtros se enjuagaron 2
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veces con 2 ml de solucidon tampdn Tris-HCI y se recogieron en viales de centelleo
para su posterior medida en el contador de centelleo.

La tasa de incorporaciéon de *H-timidina (IT) se calculé a partir de la siguiente
expresion:

IT (nmoles *H-timidina 1" h™") = dpm x k; X k, x (2.22 x 10° x S.A.)"

donde dpm representa la diferencia entre los dpm de las muestras — dpm de los blancos;
k; es un factor que ajusta la medida de produccion a una hora; k, es un factor que corrige
el volumen de la muestra a un litro; S.A., la actividad especifica del material radioactivo
(uCi nmol™); 2.22 x 10° el factor que convierte los dpm en pCi. La *H-timidina
incorporada en el ADN se determiné por diferencia entre los resultados obtenidos con los
tratamientos TCA y ADNasa I (Servais et al. 1987, Torreton y Bouvy 1991).

El nimero de bacterias producidas por mol de *H-timidina incorporado se estimo
usando el factor de conversion de 1.07 x 10" cél mol™, calculado para este sistema (ver
mas abajo). Finalmente, la cantidad de carbono bacteriano producido se estim¢ utilizando
el factor de 2 x 10" g C cél”" (Lee y Fuhrman 1987). La productividad bacteriana (PdB)
(h™") se obtuvo del cociente entre la PB (ug C I h™") y la biomasa bacteriana (ug C I'").

El carbono organico de origen fotosintético requerido por las bacterias
heterotroficas (CARB) se calcul6 a partir de la siguiente expresion:

CARB (ug C1"h™")=PB x (POC, x EOC™)"!

donde PB es la produccion bacteriana; POC,, el C organico asimilado por la fraccion
bacteriana; EOC, el C organico excretado por las algas.

La eficiencia de uso de carbono fotosintético por las bacterias (%CUED) se
calcul6 como:

%CUEb = PB x EOC"!

Esta variable permite cuantificar la interaccion alga-bacteria puesto que relaciona
el C bacteriano producido (calculado usando un factor de conversion propio del sistema,
ver abajo) con la disponibilidad de C organico de origen fotosintético, obtenidas ambas
variables a partir de una misma comunidad planctonica y sometida a las mismas
condiciones experimentales.
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Determinacion del factor de conversion bacteriana en La Caldera
Introduccion

Diversos precursores bioquimicos marcados como *H-timidina, *H-leucina, etc.,
han sido ampliamente utilizados en Ecologia Microbiana como trazadores para estimar la
tasa de crecimiento de bacterias heterotroficas (revision en Riemann y Bell 1990). El uso
de estos trazadores presenta el problema de relacionar de una forma fiable las tasas de
incorporacion con las tasas de produccion bacteriana, esto es, de células (o su equivalente
en términos de C 6 N) producidas por unidad de volumen o area y por unidad de tiempo
(Kirchman y Ducklow 1993). Teodricamente es posible convertir las tasas de
incorporacion de estos trazadores en tasas de sintesis de las macromoléculas que los
contienen, y de aqui en produccion de biomasa, mediante el uso de los denominados
‘factores de conversion teoéricos’. Sin embargo, para ello es necesario contar con una
informacion precisa de los constituyentes celulares (ej. la cantidad de ADN y proteinas
por célula, la razoén timidina:ADN, etc.) que es dificil o imposible de obtener de forma
rutinaria sobre comunidades naturales de bacterias.

Una aproximacion alternativa consiste en estimar experimentalmente estos
factores a través de la comparacion directa entre la incorporacion del trazador y el
incremento de abundancia o biomasa bacteriana en el tiempo. El uso de estos ‘factores de
conversion empiricos’ tiene la desventaja conceptual de que se ignora toda la informacion
respecto a la fisiologia y bioquimica de la sintesis macromolecular. Sin embargo, cuenta
con diversas ventajas, como su obtencion a partir de comunidades bacterianas naturales,
propias de un ecosistema determinado, y el hecho de que su calculo “corrige” los
problemas metodoldgicos y conceptuales de los factores de conversion tedricos
(Kirchman y Ducklow 1993).

Sin embargo, en condiciones naturales el crecimiento bacteriano esta ligado a
procesos compensatorios que suponen pérdida de biomasa (ej. depredacion, agotamiento
de recursos, etc.), determinando una relativa constancia de la abundancia bacteriana.
Dado que para la determinacion de un factor de conversion empirico es necesario obtener
una medida absoluta de crecimiento bacteriano, es necesario reducir o eliminar los
procesos que implican pérdidas de biomasa bacteriana. Esto se consigue mediante una
serie de pretratamientos como (i) filtracion para eliminar bacterivoros, (ii) dilucion de la
muestra original en agua filtrada de la muestra para reducir la densidad de bacterivoros y
aliviar la competencia por los nutrientes, (iii) adicion de nutrientes que puedan limitar
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potencialmente el crecimiento bacteriano (Murray y Hodson 1985, Riemann et al. 1987,
Coveney y Wetzel 1988, Kirchman y Ducklow 1993, Delille y Cahet 1997). Debido a
estas manipulaciones, la tasa de crecimiento bacteriano puede variar con respecto a la
existente en condiciones naturales, y aunque en la determinacion del factor de conversion
seria preferible que esto no ocurriera, lo que es realmente esencial es que no se altere la
relacion entre la incorporacion del radiotrazador y la produccion de biomasa bacteriana.
Algunas investigaciones s6lo han podido mostrar que algunas manipulaciones pueden (o
no) afectar en diverso grado al valor del factor de conversion obtenido (Kirchman y
Ducklow 1993).

Meétodo

El calculo del factor de conversion (FC) se realizd siguiendo basicamente el
protocolo descrito por Kirchman (1992), mas detallado en Kirchman y Ducklow (1993).
Para ello se construyé una muestra integrada de 24 1 de agua del lago al mezclar en un
recipiente opaco muestras tomadas con una botella Van Dorn horizontal de 6 1 en cuatro
profundidades (0.5 m bajo la superficie y sobre el fondo, y dos profundidades
intermedias) y filtradas por una malla de nylon de 40 um de tamafio de poro.

Esta muestra integrada se trasladé al laboratorio en oscuridad y frio (~ 5° C).
Volumenes de 2.5 1 (por triplicado) fueron filtrados a través de filtros GF-F
precombustionados a 500 °C durante 12 h, con un tamafio nominal de poro de 0.8 um.
Este procedimiento disminuyd la abundancia bacteriana en un 22 % aprox. y elimind la
practica totalidad de los potenciales bacterivoros (incluso mixétrofos, Capitulo VIII).
Dichos volumenes fueron usados para llenar botellas oscuras de vidrio borosilicato (por
triplicado), que constituyeron las botellas de incubacion. A cada una de las botellas de
incubacion se les afadi¢ inicialmente carbono organico (glucosa), nitrogeno (NH,Cl) y
fosforo inorganico (PO4H,K) hasta obtener unas razones molares iniciales C:N:P de
50:10:1, con una concentracion de carbono organico disuelto (DOC) aprox. dos veces la
del sistema (0.8 mg C I"', Reche comunicacién personal).

Las botellas de incubacion se dispusieron en una camara de cultivo en oscuridad a
10 £ 1 °C. Se tomaron muestras para medir la abundancia bacteriana (por triplicado) y
para determinar las tasas de incorporacion de *H-timidina (TdR), siguiendo una cinética
definida. EI FC se calculd siguiendo el modelo de integracion: el incremento de

abundancia bacteriana (AN, abundancia a tiempo final menos abundancia a tiempo
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inicial), dividido entre las tasas de incorporacion de TdR integradas en el tiempo del
experimento, segun la expresion:

AN / JTdR dt
Resultado

El valor obtenido de FC fue de 1.07 x 10" cél mol™. Las tasas de incorporacion
de TdR siguieron una cinética ajustada a un modelo logistico (Figura 2-1) y se
correlacionaron bien con la abundancia bacteriana (r=0.89, p=0.007, n=7).

Discusion

El valor calculado se encuentra dentro del rango establecido en la literatura para
sistemas oligotroficos y subpolares (Coveney y Wetzel 1988, Kirchman 1992, Delille y
Cahet 1997). La adicion de macronutrientes (C, N, P) se realizo con objeto de estimular el
crecimiento bacteriano, paliando la severa limitacion por P de este ecosistema (Capitulo
IIl), y la ausencia de exudados frescos excretados por el fitoplancton (retirado con la
filtracidon) y necesarios para el crecimiento bacteriano (Capitulo VII). Diversos estudios
han mostrado que la adiciéon de nutrientes organicos no afecta significativamente a los
valores de factores de conversion obtenidos, tanto en aguas marinas subpolares
(Kirchman 1992, Delille y Cahet 1997) como en lagos oligotroficos (Coveney y Wetzel
1988).

No obstante, Coveney y Wetzel (1988) encontraron que la adicion de fosfato
inorganico (Pi) causaba la obtencion de valores de FC mas bajos, independientemente de
la presencia de otros nutrientes organicos. Ello puede ser debido, en parte, a un proceso
de sincronizacion del ciclo celular ocurrido tras el pulso de P, que puede sesgar el valor
de FC si la incubacion es finalizada inmediatamente después de una fase de replicacion
del ADN, resultando en una aparente baja produccion de células en relacion con la
incorporacion de TdR. No obstante, este efecto de sincronizacion puede ser descartado si
existe una buena correlacion entre la abundancia bacteriana y la tasa secuencial de
incorporacion de TdR, tal y como se obtuvo en nuestro estudio y en el de Coveney y
Wetzel (1988). Asimismo, estos autores discuten sobre la importancia de la purificacion
del ADN durante el bioensayo, ya que, en otro caso, un incremento de la tasa de
incorporacion de TdR en macromoléculas diferentes del ADN puede conducir a la
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Por tanto, consideramos que nuestra aproximacion experimental permitio obtener

un valor de FC que representa la potencialidad de produccion bacteriana a partir de las

tasas de incorporacion de TdR.






CAPITULO III

Estructura de la comunidad peldgica

..Y para que ninguna regién careciera de sus formas
propias de vida animada, las estrellas y las formas divinas
ocuparon el suelo del cielo, el mar correspondié a los peces
relucientes para que fuera su hogar, la tierra recibié a los
animales y el aire movil a los péjaros...

Ovidio (43AC - 17DC), Metamorfosis
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INTRODUCCION

La comprension de los factores que controlan las dinamicas del plancton han
centrado tradicionalmente los estudios limnologicos. Se ha establecido que la sucesion
estacional de las especies del fitoplancton es el resultado de complejas interacciones,
donde factores internos fisicos, quimicos y biologicos juegan un papel clave (Reynolds
1989, 1990, Reynolds y Bellinger 1992). No obstante, existe un cierto grado de
controversia sobre la importancia de los factores externos en la regulacion de la estructura
de la comunidad bioldgica. Asi, mientras que unos trabajos evidencian que éstos ejercen
un importante efecto (Elser et al. 1995 b, Morales et al. 1999, Straile 2000), otros lo
encuentran minoritario (Sarnelle 1993, Berman et al. 1995). No obstante, la escala
temporal de analisis puede ser determinante (Ruggiu et al. 1998). La influencia de los
factores externos parecen ser mas evidentes en lagos cerrados (Marsh y Lesack 1996),
donde la renovacion del agua es el resultado de procesos meteoroldgicos. Los modelos
climaticos establecidos para Europa predicen una alta frecuencia e intensidad de
episodios de sequia en las latitudes mas bajas (Houghton et al. 1996), y puesto que en
estas latitudes la dindmica estacional de especies fitopanctonicas puede alejarse de los
patrones establecidos para latitudes mayores (Pérez-Martinez y Sanchez-Castillo 2001,
2002), la investigacion de los efectos ejercidos por las variaciones climaticas sobre la
estructura y dinamica de la comunidad planctonica cobra una especial relevancia en el
area Mediterranea.

Dentro de este marco de estudio, se ha avanzado en la cuantificacion de las
entradas de nutrientes minerales asociadas a eventos atmosféricos. En este sentido esta
documentado que los sistemas lacustres de Sierra Nevada, por su cercania al continente
africano y por su altitud, estarian muy influenciados por el polvo sahariano,
especialmente rico en fosforo (Guerzoni et al 1997, Moulin et al. 1997 a, b, Morales-
Baquero et al. 1999), por lo que constituye una importante fuente de nutrientes,
particularmente para sistemas oligotroficos (Carrillo et al. 1990 b, Cole et al. 1990). El
transporte de polvo sahariano ocurre de forma aleatoria y pulsada sobre La Caldera. Avila
et al. (1997) evaltan que el material transportado oscila entre 2 y 25 g m™ en la zona del
Mediterraneo occidental, alcanzando hasta 5.3 g m™ en el noreste de Espafia, y cuyo
contenido promedio en P es de un 0.35% (Guieu y Thomas 1996).

Asimismo, los patrones de circulacion atmosférica provocan que la incidencia de
las “lluvias rojas” (lluvias cargadas de material particulado de origen sahariano) sea
mayor en primavera y verano, lo que refuerza el papel que éstas puedan desempefiar en
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las dinamicas de las poblaciones fitoplanctonicas, particularmente en condiciones
oligotrdficas (Migon y Sandroni, 1999). De hecho, las incursiones de polvo sahariano son
importantes a escala global desde Europa (Loye-Pilot et al. 1986, Alebicjuretic 1994,
Yaalon 1997, Schwikowski et al. 1997, Psenner 1999) hasta la costa este del continente
americano (Perry et al. 1997, Chiapello et al. 1997). No obstante, se ha puesto de
manifiesto que las precipitaciones humedas realizan un aporte inferior de polvo sahariano
que las deposiciones secas, mucho mas continuadas (Morales, comunicacion personal).
En este sentido, se ha calculado que las precipitaciones (deposiciones humedas)
contribuyen entre un 15% (noroeste del Mediterraneo) y un 33% (sudeste del
Mediterraneo) al flujo total de P atmosférico, estando el resto asociado a deposiciones
secas (Migon y Sandroni 1999). Por ello, se puede considerar que las precipitaciones
himedas en La Caldera suponen s6lo una fraccion de las entradas aloctonas totales de P.

Por otro lado, esta actualmente establecido sobre un amplio rango de ecosistemas
lacustres y marinos que la biomasa heterotrofica domina en los ecosistemas oligotroficos,
donde existe un importante desarrollo del bucle microbiano en relacion con la cadena de
pastoreo, mientras que la biomasa autotrofica domina la estructura planctonica en los
sistemas eutroficos (del Giorgio y Gasol 1995, Biddanda et al. 2001, Cotner y Biddanda
2002). Dentro del rango de oligotrofia, los lagos de alta montaiia situados por encima de
la linea de arboles se alejan de estos patrones generales (MOLAR Project), posiblemente
debido a la escasa disponibilidad de carbono organico disuelto (generalmente <1 mg 1™).
Este tipo de lagos presentan comunidades planctonicas relativamente simples, por lo que
su estructura puede ser una herramienta para evaluar la importancia de las fuerzas
climaticas (régimen de precipitaciones, lluvias “rojas”) sobre los procesos biologicos. Por
ello, los lagos de alta montafia se constituyen en ecosistemas idoneos “sensores” para el
estudio de las relaciones que se establecen entre los componentes bidticos y abidticos
(Neill 1988; MOLAR Project) mediados por factores externos.

En este capitulo proponemos como objetivos especificos:

1. Establecer el escenario de variabilidad estructural de la red trofica sobre una escala
estacional e interanual en la laguna de La Caldera.

2. Analizar las relaciones entre los componentes bidticos y abidticos del ecosistema.

3. Analizar la influencia de las fluctuaciones del régimen de precipitaciones en los
cambios interanuales de la comunidad planctonica.
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MATERIAL Y METODOS

La toma de muestras y el procedimiento analitico ha sido detallado en el Capitulo
II. En este Capitulo incluimos el andlisis de los resultados correspondientes a los afios
1995, 1996, 1997, en los que la toma de muestras se realiz6 con una resolucion temporal
mas fina. Justificamos el andlisis de cada afio de forma independiente en las fuertes
variaciones interanuales del régimen de precipitaciones y en las caracteristicas fisicas de
la laguna que determinaron cambios acusados en la estructura planctdnica.

La aproximacion estadistica seguida en este Capitulo ha consistido en analisis de
regresion, con probabilidades ajustadas al test de Bonferroni, entre los factores fisicos
(temperatura), quimicos (alcalinidad, nutrientes y razones DIN:PT, NT:PT) y biologicos
que regulan cada nivel trofico, para cada uno de los afios de estudio. Los grupos troficos
considerados fueron: productores primarios (FIT), bacterias heterotroficas (BAC),
nanoflagelados heterotroficos (HNF), ciliados (CIL), metazooplancton (ZOO),
microbacterivoros (MBV = HNF + CIL), bacterivoros (BV = HNF + CIL + ZOO),
heterotrofos totales (HET = BAC + HNH + CIL + ZOO), comunidad planctonica total
(BIO = FIT + HET).

RESULTADOS
Caracterizacion abiotica

Durante los afios 1995, 1996 y 1997 la laguna de La Caldera experimentd
drasticos cambios en su profundidad, como consecuencia de las variaciones registradas en
el régimen pluviomético (Figura 3-1). Desde 1991 se sucedieron una serie de afios
progresivamente mas secos hasta 1995, cuando se registré un minimo de precipitaciones
anuales (375 mm), constituyendo el afio mas seco de las ultimas 4 décadas. En el periodo
estival de 1995 la profundidad maxima de la laguna alcanzé solamente 2 m. Ademas, el
periodo libre de hielo fue mayor que el habitual, al abarcar desde mediados de Mayo
hasta principios de Noviembre (mas de 6 meses). El aumento de las precipitaciones
durante 1996 y 1997, afos excepcionalmente lluviosos, fue responsable de la
recuperacion de la profundidad maxima (14 m), que se mantuvo dentro de estrechos
limites de variacion durante ambos afos. Ademas, el periodo libre de hiclo abarcod 4
meses (Julio-Octubre).
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Caldera, consecuencia del
menor volumen del cuerpo de agua (y por tanto menor amortiguacion térmica) y del
incremento del periodo libre de hielo. En los afios humedos el rango de variacion fue mas
estrecho (1996: 4-10°C; 1997: 4-12°C) y los valores maximos mas bajos (Tabla 3-1).

Los valores de pH oscilaron entre 7.7 y 9.7 (media 8.5) durante 1995; entre 7.1 y
8.1 (media 7.7) durante 1996; y entre 7.5 y 8.9 (media 8.2) durante 1997, coincidiendo los
valores maximos de pH con los porcentajes de saturacion de oxigeno superiores al 100%
(datos no mostrados). Los valores de alcalinidad durante 1996-1997 fueron bajos (0.25-
0.42 meq 1), muy constantes y similares a los obtenidos en estudios previos (Carrillo
1989, Sanchez-Castillo et al. 1989, Reche 1995), probablemente determinados por el
asentamiento de la laguna sobre rocas de naturaleza basicamente silicea.

La visibilidad del disco de Secchi (Ds) alcanz6 la profundidad maxima de la
laguna durante todo el periodo estival de 1995 y durante el deshielo en 1996 y 1997. Se
registraron descensos significativos de Dy (~ 5 m) en 1996, inmediatamente tras eventos
de precipitaciones atmosféricas (Septiembre).

Durante los aflos humedos, las concentraciones de fosforo total (PT) variaron
entre 1.4y 7.3 pg P 1"'. Sin embargo, se registré puntualmente un fuerte aumento (de casi
10 veces el promedio) de PT en Septiembre de 1996 (PT>32 pg P 1'; fosforo disuelto
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total, PDT>25 pg P 1) como
resultado de procesos de
deposicion de polvo sahariano,
asociados a eventos
atmosféricos. El fosforo
particulado (PPa) constituy6 la
fraccion dominante de P
(>55%), excepto cuando las
precipitaciones implicaron
entradas importantes de fosforo
atmosférico (PP<20%,
PDT>80%). En promedio, la
concentracion de PT fue mayor
en 1995 que en los afios
hiimedos, variando entre 2.3 y
16.3 ug P I'', siendo el PPa la
fraccion mayoritaria de P
(>74%) para dicho afio (Tabla 3-

1.

En lineas generales, las
precipitaciones atmosféricas
supusieron una entrada aloctona
de nutrientes (principalmente P),
como indica la correspondencia
de los maximos estacionales de
PDT con los de precipitacion
(Figura 3-2), particularmente
manifiesta en Septiembre de
1996.

El nitrégeno se encontrd
en su mayor parte como

compuestos inorganicos en 1996, y hasta mediados de Septiembre en 1997 (Tabla 3-1).
De este modo, el nitrégeno inorgdnico disuelto (DIN), representd el 50% o mas del
nitrégeno total (NT), excepto a finales del periodo estival de 1997 (DIN<50% del NT).
Los valores de nitrogeno inorgéanico disuelto (DIN), y particularmente de nitratos (NO3),
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presentaron una tendencia descendente a lo largo del verano de los afios humedos, que
responde a un patron mas general ya establecido en el sistema (Carrillo et al. 1996 a),
tendencia que no se observd en 1995 (Tabla 3-1). El nitrogeno particulado (NPa)

Tabla 3-1. Variaciones estacionales de temperatura y nutrientes en La Caldera. Valores
medios mensuales para la columna de agua (rango entre paréntesis). Ver abreviaturas en texto.

T NO; DIN NT NPa PT PPa
Mes-afio (°C)  (ugNI) @gNI") (ugNI) (ugNIH (ugPlh) (ugPlh DIN:PT  NT:PT

May-95  12.0 166.3 259.9 4732 30.9 6.7 5.1 486 74.0
(10-14) (105-253) (122-535) (324-571)  (0-74)  (5-10) (3-7) (33-73)  (56-102)
Jun-95 12,5 122.8 133.3 311.1 16.2 4.9 3.6 37.1 62.8
(10-13) (110-139) (113-146) (253-386)  (0-63) (4-6) (3-5) (25-48)  (55-70)
Jul-95 15.4 142.1 151.8 3286 119 59 3.7 80.8 577
(13-18) (134-161) (141-179) (269-380)  (0-32) (5-8) (1-5)  (28-224)  (45-71)
Ago-95 140 2334 238.2 575.0 128.7 9.9 8.0 31.0 58.1
(13-16) (198-271) (204-274) (387-842) (0-319)  (7-13)  (6-11)  (23-38)  (42-73)
Sep-95 75 2972 301.0 620.2 64.7 12.7 8.5 359 50.2
(7-8)  (280-320) (287-321) (589-682) (0-160)  (10-16)  (7-10)  (31-40)  (42-59)
Oct-95 6.9 2775 2826 665.8 85.8 52 47 68.3 165.9
(5-9)  (270-285) (273-289) (563-943) (49-107)  (3-7) (2-6)  (49-114) (85-377)
Nov-95 42 286.5 289.2 612.3 129.5 2.3 2.3 123.9 262.4
Jul-96 1.6 381.0 393.9 617.2 264 4.6 21 873 1357
(1-3)  (310-490) (333-501) (479-865)  (0-84) (4-5) (1-3)  (66-122) (106-180)
Ago-96 6.5 2719 280.5 480.1 8.9 5.4 34 53.6 90.5
(4-10) (216-313) (231-317) (442-525)  (2-18) (5-6) (3-4) GB7-71)  (77-113)
Sep-96 7.7 228.0 239.3 456.7 18.4 11.4 4.1 40.9 77.6
(6-10) (219-252) (224-262) (436-505) (2-38)  (4-32) (3-6) (8-61)  (16-112)
Oct-96 6.0 214.6 229.8 383.0 31.1 3.6 2.5 64.4 107.3
(5-7)  (212-217) (225-234) (375-391)  (0-62) (3-4) (2-3) (58-71)  (96-119)
Jun-97 12 2315 2559 308.9 311 1.9 1.0 1395 1819
(1-2)  (207-256) (223-289) (265-353) (30-32)  (1-2) (0-2)  (117-162) (107-257)
Jul-97 5.5 205.6 213.5 3254 452 42 3.0 52.8 80.8
(3-9)  (163-254) (169-266) (251-477)  (19-60)  (3-5) (2-4) (36-78)  (53-140)
Ago-97 115 128.6 136.0 361.8 130.3 6.5 4.1 21.8 56.9
(11-12)  (82-158)  (84-169) (281-464) (71-227)  (5-7) (3-5) (11-29)  (39-78)
Sep-97 11.6 103.7 108.0 233.8 78.6 3.8 3.0 299 62.8
(11-12) (76-137)  (77-143) (198-294) (47-138)  (3-5) (3-3) (17-44)  (47-81)
Oct-97 7.7 83.4 90.9 2847 129.1 4.1 2.8 23.1 71.9

(8-8)  (79-89)  (89-93) (175-393) (37-244)  (3-5) (3-3) (19-31)  (38-95)

constituyd el 20-30% del NT en 1995 (desde finales de verano) y 1997 (casi todo el
periodo libre de hielo), siendo <10% en la practica totalidad de 1996.

De acuerdo con Morris y Lewis (1988), valores superiores a 12 en la razon
DIN:PT (peso/peso) indican una intensa limitacion por P. Esta se extendio, por tanto, para
la practica totalidad del periodo libre de hielo de los tres afios estudiados, excepto tras
alguna entrada de P atmosférico (Tabla 3-1).
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Fitoplancton

El fitoplancton constituyo la mayor parte de la biomasa planctonica en 1996, con
una menor representacion en 1995 y 1997 (Figuras 3-3 y 3-4, Tabla 3.3). A lo largo del
periodo de estudio, no se detectd la presencia de picoplancton autétrofo.

La sucesion estacional de la comunidad fitoplanctonica en 1995 muestra que,
inmediatamente después del deshielo y hasta comienzos de Junio, las crisoficeas
(principalmente Chromulina nevadensis y Ochromomas sp.) constituyeron el principal
grupo que se desarrolld (>80% de la abundancia total). A partir de principios de Junio, las
cloroficeas (Chlorella sp.) dominaron la comunidad fitoplanctonica. A mediados del
verano la densidad del fitoplancton alcanzé sus valores maximos (>75 x 10° cél ml™),
representando la cianoficea Cyanarcus sp. mas del 40% de la abundancia total. Hacia
finales del periodo libre de hielo, la abundancia del fitoplancton decrecié (<4 x 10° cél
ml") y tanto Chlorella sp. como Ochromonas sp. dominaron la comunidad autotrofica
(Figura 3-3). Otras especies, algunas de origen bentonico, también estuvieron
representadas: Amphidinium sp. (dinoficea), Navicula sp. (diatomea), Spirogyra sp.
(cloroficea).

En 1996, la comunidad fitoplancténica estuvo dominada bdasicamente por
Chromulina nevadensis durante la mayor parte del periodo libre de hielo, asi como desde
el deshielo hasta finales de Agosto en 1997, cuando fue sustituida por Chlorella sp., que
llegd a ser la especie dominante. Las crisoficeas alcanzaron sus maximos de densidad
(30.5 x 10° cél ml™") y biomasa (>55 pg C I"") en Septiembre de 1996, inmediatamente
después de una entrada de P atmosférico. Por el contrario, las densidades maximas de
crisoficeas y cloroficeas descendieron en 1997 (10.7 x 10° cél ml™ y 12 x 10’ cél ml™,
respectivamente), representando entonces >80% y >60% de la biomasa total algal,
respectivamente (Figura 3-3). Durante los afios humedos, otras especies menos
representadas fueron Amphidinium sp. (dinoficea), Rhodomonas minuta (criptoficea),
Ochromonas sp. (crisoficea) o Cyanarcus sp. (cianoficea).

La sucesion estacional del fitoplancton mostrd el mismo patron en todas las
profundidades estudiadas en los afios hamedos, con pequefias diferencias en la
distribucion vertical de la abundancia y biomasa de los principales grupos troficos. Entre
éstas, sefalar que las abundancias fitoplanctonicas mas elevadas se alcanzaron en las
capas superiores de la laguna después de una precipitacion atmosférica durante los afios
htumedos. Por otro lado, destacamos un maximo de biomasa (257 pg C 1) en 1996 en la
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Figura 3-3. Variaciones estacionales en la abundancia y biomasa de los grupos
fitoplanctonicos en los afios de estudio. Valores promedio de la columna de agua.
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capa mas profunda de la laguna durante el deshielo, que se reflejo en el promedio de la
columna de agua (Figura 3-3), debido al desarrollo de Crypfomonas sp. que, a pesar de su
escasa abundancia (< 10%), posee un gran volumen celular (1730 % 300 pum’ cel ).

C. nevadensis presentd una morfologia variable, con diferencias estacionales en
su tamafio celular: células de mayor tamafio (30-40 pm’ cél') con cloroplastos y
pirenoides bien desarrollados durante el deshielo dieron paso de forma gradual a células
de menor tamafio (5-8 pm’ cél™") que, en su mayoria (>70%), mostraron dendriculas que
incrementaron su razon superficie:volumen.

Bacterioplancton

La comunidad heterotréfica bacteriana de La Caldera estuvo constituida
fundamentalmente por formas cocoides (0.01  0.004 um? cél™") y bacilares (0.05 + 0.02
pum’ cél™). Las bacterias filamentosas fueron escasas.

Tabla 3-2. Variaciones interanuales en la abundancia y biomasa bacteriana durante los tres afios
de estudio. Valores medios de la columna de agua.

Abundancia (cél ml™ x 10°) Biomasa (ug C 17)
Afo Promedio Maximo Minimo Promedio Maximo Minimo
1995 10.75 26.57 4.46 10.33 25.53 4.28
1996 4.94 7.93 1.82 4.88 7.84 1.83
1997 1.93 3.30 1.22 1.87 3.20 1.19

La abundancia y biomasa bacteriana mostré una tendencia general descendente
durante el periodo de estudio, tanto en valores medios como méximos y minimos (Tabla
3.2). Las mayores biomasas anuales se registraron en Agosto de 1995, mientras que la
biomasa bacteriana fue menos variable durante los afios humedos (Figura 3-4). La
distribucion en el perfil vertical fue muy homogénea (ver Figura 3-8 para 1997) y tan s6lo
en 1996 se registro un cierto incremento en la capa profunda.

Nanoflagelados heterotréficos y ciliados

En 1995 se desarrollaron poblaciones de nanoflagelados heterotroficos (HNF) y
ciliados, organismos muy escasamente representados en La Caldera con anterioridad a
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esta fecha. Se observaron dos picos de HNF: uno en Julio (5.38 x 10° cél ml™) y otro
hacia finales de la estacién libre de hielo (17.2 x 10° cél ml"). Los ciliados
(Oligotrichidae) alcanzaron sus densidades mas altas inmediatamente después del
deshielo (4.6 cél ml™") y en Agosto (3.9 cél ml™") de 1995. Durante 1996, los HNF fueron
muy escasos (<20 cél ml' de abundancia méxima), mientras que los ciliados
experimentaron un considerable desarrollo, con maximos de abundancia a mediados de
Septiembre de 1996 (53.7 cél ml™"). Finalmente, ambos grupos de organismos estuvieron
escasamente representados en 1997 (Figura 3-4).

Zooplancton

La composicion especifica de la comunidad zooplanctonica de la laguna de La
Caldera es relativamente simple y constante. El copépodo calanoide Mixodiaptomus
laciniatus constituyd la principal especie de zooplancton, mientras que rotiferos
(Hexarthra bulgarica) y cladoceros (Daphnia pulicaria) aparecieron mas escasamente
representados. La abundancia de zooplancton, por el contrario, vari6 muy
significativamente entre afios, registrandose densidades muy bajas (<1 ind I'') en 1996, en
comparacion con 1995 y 1997 (33 y 24 ind I, respectivamente).

Las variaciones estacionales de la biomasa zooplanctonica fueron acusadas en
1995, variando entre 2.5 y 192.5 ug C I"', con un promedio anual de 52.7 pg C I'' (valores
medios para la columna de agua). Aunque H. bulgarica constituyé un 10% en promedio
de la biomasa de zooplancton, esta especie llegd a dominar la comunidad zooplanctonica
(~50% de biomasa y >80% de abundancia) a principios de Agosto y a finales de
Septiembre. Por su parte, D. pulicaria fue escasa, representando menos del 10% de la
biomasa total de zooplancton al final del verano (<5 ug C 1""). Mixodiaptomus laciniatus,
especie dominante del zooplancton, desarrolld s6lo en 1995 un ciclo bivoltino con dos
fases de eclosion bien definidas lo que determind la aparicion de dos picos naupliares en
Mayo/Junio y Agosto/Septiembre (Figura 3-5).

Durante los afios 1996 y 1997, la dominancia de M. laciniatus fue alin mas
manifiesta y constituyd mas del 90% de la abundancia y biomasa total del zooplancton.
Esta vario6 entre 0.002 y 12 ug C I'' (promedio anual de 4 ug C I'') en 1996, y entre 6 y 60
ng C I (promedio anual de 29 pug C 1) en 1997. D. pulicaria y H. bulgarica fueron
escasas y representaron <5% de la biomasa total del zooplancton (Figura 3-5). Durante
estos afios humedos, los estadios naupliares constituyeron la mayor parte de la
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abundancia zooplanctonica desde el deshielo hasta principios de Agosto, momento en que
los estadios copepoditicos adquieren el protagonismo. Otras especies de copépodos como
Dyaptomus cyaneus o Acanthocyclops vernalis, fueron muy escasas en estos afios.

La distribucion vertical del zooplancton fue muy heterogénea, especialmente en
los afios hiimedos. En conjunto, los organismos se concentraron en las profundidades
inferiores de la laguna en las horas centrales del dia (si era soleado) triplicandose los
valores de biomasa con respecto a los registrados en las capas superiores (Figura 3-8).

Relacion entre los componentes abioticos y bidticos

La razon autotrofo:heterotrofo (A:H) fue significativamente diferente entre los
afios de estudio (Analisis de contrastes LSD, p<0.005, Figura 3-6). Mientras que esta
raz6n fue inferior a 1 en la practica totalidad del periodo libre de hielo de 1995 (0.37 en
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Figura 3-6. Variacion interanual y estacional de la razon A:H. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (Analisis de contrastes LSD, p<0.005) de la razon
A:H entre los afios considerados. EE: error estandar; DE: desviacion estandar.

promedio), alcanz6 los valores medios de 5.71 y 1.74 en 1996 y 1997, respectivamente.
Concretamente, la razéon A:H vari6 entre 0.84 y 23.1 en 1996, registrandose los valores
mas altos durante el deshielo. En 1997 la razén A:H vari6 entre 0.25 y 6.26, con los
valores inferiores a 1 en la segunda mitad de la estacion estival, coincidiendo con el
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mayor desarrollo del zooplancton. Tanto en los afios himedos como en el seco, la razon
A:H estuvo por encima de 1 inmediatamente después del deshielo.

En la Tabla 3-3 se resume la contribucion de cada grupo trofico a la biomasa
planctonica total. Las bacterias fueron una fraccién minoritaria, especialmente en los afios
himedos, y contribuyeron de forma decreciente a la biomasa total a lo largo de los 3 afios
de estudio. Por el contrario, el fitoplancton fue el principal grupo tréfico en los afios
htimedos, y solo en 1995 represent6 el 28% de la biomasa total, tal y como refleja la
razén A:H<1. El zooplancton constituyd una fraccion significativa en 1995 y 1997,
representando casi la mitad de la biomasa total de la comunidad planctonica, mientras que
en 1996 su contribucion no llegd al 10%. La contribucion de los HNF a la biomasa
plancténica fue significativa s6lo en 1995. Finalmente, los ciliados representaron una
fraccion significativa de la biomasa total en 1996, coincidiendo con la disminucion en la
abundancia de zooplancton.

Tabla 3-3. Contribucion (%) de la biomasa de los principales grupos troficos (ver
texto) a la biomasa total.

Afio FIT HNF CIL BAC 700
1995 28.2 7.5 0.5 14.4 49.5
1996 71.1 0.1 7.6 11.9 9.2
1997 53.2 0.2 0.0 3.1 43.6

Teniendo en cuenta el papel de los componentes abidticos como factores
potencialmente controladores de la comunidad planctonica, destacamos la significativa
relacion obtenida entre los nutrientes y la biomasa del fitoplancton (PT: r=0.76, p<0.001,
n=20; NT: r=0.75, p<0.001, n=21) y del conjunto de la comunidad plancténica (BIO)
(PT: r=0.58, p=0.008, n=20; NT: r=0.69, p<0.001, n=21) en 1995. Estas relaciones no
fueron observadas en los afios himedos, aunque en 1997 la biomasa de fitoplancton y de
los microbacterivoros se relacioné inversamente con la razon NT:PT (r=-0.87, p<0.001,
n=14). Por ultimo, durante los afios humedos, la temperatura se relaciono positivamente
con las abundancias de fitoplancton (1997: r=0.77, p=0.001, n=15), zooplancton (1996:
r=0.83, p<0.001, n=14; 1997: r=0.68, p=0.005, n=15) y de bacterias (1996: r=0.73,
p=0.003, n=14; 1997: =0.67, p=0.007, n=15).

El analisis de regresion entre los distintos componentes troficos mostro relaciones
significativas s6lo en los afios humedos. Asi, las bacterias se relacionaron negativamente
con el fitoplancton (biomasas, r=-0.85, p<0.001), y positivamente con el zooplancton
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(biomasas, 1=0.71, p=0.003, n=14) en 1996. El fitoplancton y los microbacterivoros
(principalmente ciliados) estuvieron relacionados positivamente en ambos afios (1996:
abundancias, r=0.81, p<0.001, n=15; 1997: biomasas, =90, p<0.001, n=15), y los
ciliados se relacionaron negativamente con el zooplancton (biomasas, r=-0.96, p<0.001,
n=15) en 1997.

DISCUSION
Componentes abioticos

Durante el periodo 1995-1997 se produjeron en Sierra Nevada fuertes variaciones
en el régimen pluviométrico, que provocaron cambios en las caracteristicas de la laguna
de La Caldera: fisicas (ej. volumen, Figuras 3-1 y 3-
7), quimicas (ej. concentracion de P, Tabla 3-1) y
bioldgicas (Figuras 3-3, 3-4, 3-5, 3-6, Tabla 3-3).

Estudios previos en La Caldera destacan la
importancia de la entrada de nutrientes
(principalmente P y amonio) durante el deshielo para

el establecimiento y desarrollo de la comunidad
fitoplanctonica (Carrillo et al. 1990 a). Asimismo,
nuestros resultados sobre la variacion estacional de
PDT, con maximos relativos que coinciden con los
momentos de precipitacion atmosférica (Figura 3-2),
reflejan la influencia de las precipitaciones
atmosféricas estivales de origen sahariano, que
implican una entrada de P al sistema (Guerzoni et al
1997, Moulin et al. 1997 a, b, Morales et al. 1999).

Figura 3-7. Aspecto de La Sin embargo, el hecho de que el PT no
Caldera durante los veranos de  experimentara un incremento significativo en los
1995 y 1996. . c .

momentos posteriores a la precipitacion (ej. tras la
masiva entrada de P en Septiembre de 1996), sugiere
que buena parte de este fosforo atmosférico se perderia al sedimento, debido
probablemente a su asociacion a particulas minerales (Avila et al. 1997). Sin embargo,

Villar et al. (2002 b), mediante un andlisis del contenido en P realizado sobre
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concentrados de las fracciones fitoplanctonica y bacteriana, encuentran un incremento de
la biomasa fitoplanctonica (66-526%) y de la biomasa bacteriana (30-186%) en términos
de P tras los eventos de precipitacion atmosférica. Estos resultados muestran que parte de
este P aldctono es incorporado por ambos grupos troficos. La aparente contradiccion de
resultados expuestos podria explicarse por el diferente grado de sensibilidad de las dos
aproximaciones metodologicas seguidas. Asi, los valores de P obtenidos sobre
concentrados de fracciones planctonicas ofrecen una mayor resolucion en la
cuantificacion del P contenido en cada fraccion, que apenas podria resolverse con el
método tradicional de determinacion de PT. En conjunto, los resultados sugieren que una
fracciéon de P atmosférico ligado a material particulado precipita hacia el sedimento,
mientras que otra fraccion, probablemente en una forma quimica mas biodisponible (e;j.
fosfato reactivo soluble) es incorporada por la comunidad biologica. Dado que el P
constituye el principal nutriente limitante en el ecosistema (altos valores DIN:TP), estos
aportes de P atmosférico permiten el mantenimiento y desarrollo de la comunidad
fitoplanctonica a lo largo del periodo estival.

Fitoplancton

La comunidad autotréfica fue relativamente simple y estuvo compuesta por
especies nanoflageladas, tal y como es caracteristico en los sistemas oligotroficos
(Reynolds 1984, Rott 1984, Psenner y Zapf 1990, Reche et al. 1994, Carrillo et al. 1995).
Hasta 1995, la sucesion estacional del fitoplancton, presentaba un patron bastante
definido: tras el deshielo, dominaban las algas flageladas (Crisoficeas: Chromulina
nevadensis; Dinoficeas: Amphidinium sp.), que eran sustituidas a mediados de verano por
una poblacion importante de cianoficeas no coloniales (Cyanarcus sp.). En este momento
(Agosto), se registraban los valores maximos de abundancia fitoplanctonica, que
oscilaban entre 1700-5000 células ml™” en 1986 (Carrillo et al. 1995), y 8000-14000
células ml™ en 1992-93 (Carrillo et al. 1996 a), representando la poblacion de Cyanarcus
sp. entre el 60-90 % de la biomasa fitoplanctonica (Carrillo et al. 1995, 1996 a). Al final
del periodo libre de hielo, las algas flageladas (C. nevadensis, Amphidinium sp.) se
reinstauraban. Entre otras especies menos representadas, destacaban Qocystis lacustris
(Cloroficea) y Cyclotella sp. (Bacillarioficea). La consistencia de este patron esta bien
documentada para La Caldera durante 20 afos (Martinez 1977, Carrillo 1989, Echevarria
et al. 1990, Carrillo et al. 1991 a, 1995, 1996 a, Reche 1995, este estudio).
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En 1995 la abundancia fitoplanctonica experimenté un acusado incremento (7.5
veces), con respecto a los afios anteriores, destacando la alta representacion de cloroficeas
no flageladas (Chlorella sp.). Tal y como sugiri6 Currie (1990), la correlacion positiva
encontrada entre PT y la biomasa algal es indicativa del incremento en la disponibilidad
de P para las algas, lo que pudo estar relacionado con la influencia de procesos de
resuspension desde el sedimento de la laguna (Cotner et al. 2000), dada la escasa
profundidad de la misma.

Los mayores valores de PT registrados en 1995 (Tabla 3-1) pudieron favorecer el
desarrollo competitivo de las cloroficeas sobre las crisoficeas, dado que las primeras
prosperan en habitats relativamente ricos en fosforo (Reynolds 1984, 1998), incluso
independientemente de que exista una alta razén N/P, si se esta por encima de un umbral
minimo en la concentraciéon de P (Reynolds 1992, 1998). Ademads, el incremento de
temperatura es otro factor que podria explicar el desarrollo de Chlorella sp., como se
desprende de los resultados obtenidos en un analisis de regresion por pasos, donde PT y
temperatura explicaron el 67% de la varianza de la abundancia de las Cloroficeas en 1995
(Tabla 3-4). La influencia de la temperatura sobre el desarrollo de cloroficeas también se
hace patente en la relacion positiva encontrada entre la temperatura y abundancia de las
cloroficeas en 1997 (r=0.66, p<0.01, n=15), responsable de la relacion positiva entre el
fitoplancton total y la temperatura (ver Resultados). En cualquier caso, encontramos el
desarrollo de Chlorella sp. cuando la temperatura del agua excedi6 de 10 °C.

Tabla 3-4. Resultados de un analisis de regresion multiple por pasos de
las variables que afectaron a la abundancia de cloroficeas en 1995.

Variables  R* multiple R* cambio Fous p
PT 0.503 0.503 16.18 0.0011
Temperatura 0.670 0.167 7.61 0.0146

La recuperacion del volumen de la laguna en 1996 llevo a la dilucion del
ecosistema. La ausencia de una relacion significativa entre N y P con cualquier
componente bidtico durante 1996 sugiere un escaso control aparente de los nutrientes
minerales sobre la dindmica estacional planctonica, a diferencia de lo ocurrido en 1995.
Es probable que la escasez de zooplancton en este afio fuera un factor principal que
favoreciera el crecimiento de flageladas (ej. crisoficeas, criptoficeas), especies que son
ampliamente depredadas por el zooplancton (Carrillo et al. 1990 a, 1991 a, 1995, Elser y
Goldman 1991, Reynolds 1998). Ademas, el desarrollo de la poblacion de Cryptomonas
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sp. en las capas inferiores de la laguna durante los primeros dias tras el deshielo es
consistente con su capacidad de crecer durante condiciones invernales (Reynolds 1984).

La relacién negativa encontrada entre las biomasas algal y bacteriana en 1996
sugiere un control de las bacterias por bacterivoria (mixotrofia) de los principales grupos
fitoplanctonicos (crisoficeas y criptoficeas). Esta idea estaria también apoyada por la
relacion positiva encontrada entre algas y microbacterivoros como covariacion de ambas
comunidades potencialmente bacterivoras con respecto a un factor comun: el
bacterioplancton. Dado que las bacterias son proporcionalmente ricas en fosforo (bajas
razones N:P) (Andersen et al. 1986, Elser et al. 1995 a, Fagerbakke et al. 1996, Villar-
Argaiz et al. 2002 b), podriamos especular que, en estas condiciones de fuerte limitacion
por P, parte de las demandas algales de este elemento podrian ser satisfechas con el
fosforo bacteriano a través de una estrategia mixotrofica por parte de crisoficeas y
criptoficeas (Porter 1988, Salonen y Jokinen 1988, Tranvik et al. 1989, Nygaard y
Tobiesen 1993, Holen 1999, Roberts y Laybourn-Parry 1999, Urabe et al. 2000). El
patron morfoloégico celular mostrado por C. nevadensis (Carrillo et al. 1991 b, este
estudio) podria ser el reflejo citoldgico de su capacidad fagotrofica potencial.

Durante 1997, la disminucion de las densidades fitoplanctonicas maximas con
respecto al afio anterior es consistente con la recuperacion de las poblaciones
zooplanctoénicas (principalmente copépodos calanoides), lo que implica un incremento de
la presion de pastoreo sobre el fitoplancton (Carrillo et al. 1990 a, 1991 a, 1995). La
relacion negativa entre la razén NT:PT con la biomasa algal y de microbacterivoros
sugiere que estas comunidades también estuvieron controladas directa o indirectamente
por la disponibilidad de fosforo segtin una escala estacional. Debido a que las entradas de
fosforo aloctono fueron mas escasas en 1997 que en 1996 (Villar-Argaiz 1999, Villar-
Argaiz et al. 2001), la mayor parte de la disponibilidad de P en la zona peldgica podria
proceder de la excrecion por parte del zooplancton, que en este sistema juega un papel
relevante (Carrillo et al. 1995, Carrillo et al. 1996 a, b, Villar-Argaiz et al. 2001). Asi,
Reche et al. (1997) encontraron que el fosforo liberado por el zooplancton pudo satisfacer
entre el 74 y el 316 % de las demandas minimas sestonicas por P cuando las crisoficeas
dominaban la comunidad fitoplanctonica de La Caldera, y Villar-Argaiz et al. (2001)
encuentran que el zooplancton pudo satisfacer entre 278 y 542% de las demandas algales
de P en 1997. Ademas, congruentemente con el desarrollo de zooplancton, a partir de
mediados del periodo estival de 1997 la razon DIN:PT alcanz6 valores similares a los
registrados en 1995, lo que indicaria una disminucion en la severidad de la limitacion por
P, favoreciendo el desarrollo de las cloroficeas.
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Durante los afios humedos, se rompidé el patrén de sucesion fitoplanctonica
establecida a lo largo de 20 afios de estudio, por la ausencia del desarrollo de Cyanarcus
sp. (Martinez et al. 1977, Carrillo 1989, Echevarria et al. 1990, Carrillo et al. 1995, 1996
a). Es bien conocido que las cianoficeas prosperan en aguas relativamente calidas (Smith
1985, Reynolds 1984, 1998). La temperatura del agua a mediados de verano de afios
anteriores a 1996 alcanzo6 valores por encima de 14 °C (Carrillo et al 1996 a), mientras
que estuvo por debajo de 12 °C (en promedio) en el mismo periodo en 1996 y 1997. Por
esta razon, interpretamos que los valores de temperatura relativamente bajos registrados
durante estos afios puede ayudar a explicar la ausencia de Cyanarcus sp., mientras que
otros grupos taxondmicos mas tolerantes de bajas temperaturas como crisoficeas,
criptoficeas e incluso cloroficeas pudieron crecer con éxito.

Bacterioplancton

Los valores estructurales (abundancia y biomasa) de la comunidad bacteriana
estuvieron en el limite inferior del rango caracteristico de lagos oligotroficos (Thomas et
al. 1991 a, 1991 b, Ochs et al. 1995). Es de destacar, ademas, que el tamafio medio
celular bacteriano registré valores (~0.03 pm’) que estuvieron entre los mas bajos
observados en bacterioplancton (Ammerman et al. 1984, Lee y Fuhrman 1987, Ochs et al.
1995).

La temperatura fue el principal factor abidtico que ejercié un control sobre la
abundancia del bacterioplancton. La falta de relacion entre éste y los nutrientes minerales
sugiere que, al menos sobre una escala estacional, éstos no fueron factores de primer
orden que restringieran el desarrollo del bacterioplancton. Por el contrario, varios hechos
evidencian la existencia de un control por depredacion de las bacterias en los afios
himedos: (i) la relacion negativa observada entre fitoplancton (potencialmente
mixotrofico) y bacterias segiin una escala estacional en 1996, que no obedece a una
covariacion con la temperatura, ya que el fitoplancton no se relaciond con ésta; (ii) la
estructura de tamanos de las bacterias. El pequefio tamafio celular bacteriano, asi como la
escasa presencia de bacterias filamentosas grandes (<2% de la abundancia bacteriana
total) podria ser el resultado de una intensa presion de depredacion por protistas
(Andersson et al. 1986, Gonzalez et al. 1990, Gonzalez 1996, Pernthaler et al. 1996) y por
zooplancton (Giide 1988, Jiirgens et al. 1994, Sommaruga y Psenner 1995); (iii) la
relacion inversa de abundancia bacteriana y zooplanctonica segin una escala interanual
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(1996-1997). Aproximaciones experimentales recientes demuestran la capacidad de M.
laciniatus de ingerir y asimilar bacterias de La Caldera (en preparacion). La relacion
positiva entre bacterioplancton y zooplancton encontrada en 1996 segiin una escala
estacional estaria reflejando una covariacion con la temperatura.

Nanoflagelados heterotroéficos y ciliados

El incremento de P en 1995 fue responsable de una mayor diversificacion de la
comunidad planctonica, con la aparicion de HNF y ciliados, no encontrados en estudios
realizados con anterioridad en este ecosistema. La relacion negativa establecida entre los
ciliados y el zooplancton en 1997 constituye una evidencia indirecta de un control por
depredacion ejercido por éste sobre los ciliados. En este contexto, diversos estudios han
mostrado que los protozoos constituyen una fuente de alimento con alto valor nutricional
que es explotado por el zooplancton (Porter et al. 1979, Stoecker y Capuzzo 1990,
DeBiase et al. 1990, Gifford 1991, Cruz-Pizarro et al. 1994). De este modo, el
significativo desarrollo de ciliados en 1996 pudo producirse como consecuencia de las
densidades extremadamente bajas de zooplancton registradas este afio.

Zooplancton

La anteriormente sefialada mayor diversificacion de la comunidad plancténica
ocurrida en 1995 también se reflejo en el metazooplancton con el desarrollo significativo
H. bulgarica (Rotiferos), como respuesta a un incremento en la abundancia de
bacterioplancton (sus presas potenciales) asociado a una mayor disponibilidad de P.

Las condiciones de oligotrofia de este ecosistema favorece a las especies de
zooplancton con tamafios corporales grandes y bajas tasas metabolicas (Taylor 1984). La
alta limitacion de P de este sistema (alta razén NT:PT), incluso en relacion con otros de
Sierra Nevada (Morales-Baquero et al. 1999), puede ser la causa principal del dominio de
copépodos calanoides frente a cladoceros (Villar-Argaiz et al. 2002 a), a pesar de que
éstos ultimos constituyen el grupo dominante en los ecosistemas sin peces (Gliwicz 1985,
Cruz-Pizarro et al. 1994). Los copépodos calanoides presentan mayores valores en su
razén N:P y requerimientos mas bajos de P que los cladoceros (Andersen y Hessen 1991,
Carrillo et al. 1996 a, 2001, Villar-Argaiz et al. 2000, 2002 a, c), por lo que estan mejor
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adaptados a ambientes limitados por P. Es probable que el incremento tanto de la
disponibilidad de P como de la duracion de la estacion libre de hielo fuera el principal
factor que condicioné el desarrollo de un ciclo bivoltino en M. laciniatus, pues los
nauplios presentan mayores requerimientos de P que los copepoditos o los adultos
(Villar-Argaiz et al. 2001, 2002 a, c).

Las bajas densidades de zooplancton observadas en 1996 serian el resultado de la
dilucién que experiment6 el lago tras las abundantes precipitaciones y que supuso un
incremento del espacio susceptible de ser recolonizado por el zooplancton. Las bajas tasas
de crecimiento especifico medidas en M. laciniatus (Cruz-Pizarro 1981 a, b,), relacionado
con su relativamente alta razon N:P (Sterner 1995, Elser et al. 1996, Villar-Argaiz et al.
1999, Carrillo et al. 2001), retrasaron el proceso de recuperacion del zooplancton hasta
alcanzar una densidad “normal” en 1997. Ademads, ya que la temperatura y la abundancia
de zooplancton covariaron positivamente, es posible que la baja temperatura del agua
durante los afios humedos también contribuyera al retraso del proceso de recuperacion. A
finales de la estacion estival, de 1997 el zooplancton se recuper6 hasta unas densidades
similares a las registradas antes de 1995 (Cruz-Pizarro 1981 b, Carrillo 1989, Reche
1995, Carrillo et al. 1995).

La heterogénea distribucion vertical que presentd el zooplancton, con la mayor
parte de la poblacion localizada en las capas profundas del lago durante las horas
centrales del dia, especialmente si éste es soleado (Figura 3-8), concuerda con el patron
diario de comportamiento migratorio que es caracteristico del zooplancton de La Caldera
(Cruz-Pizarro 1978, Carrillo et al. 1991 a).

Razon Autotrofo:Heterétrofo

Las variaciones interanuales de la razon A:H reflejan los cambios en la estructura
de la comunidad pelagica, desde una mayor complejidad en 1995, cuando una biomasa
autotrofica proporcionalmente baja y con alta tasa de renovacion mantuvo a una
comunidad heterotrofica mas desarrollada (Reynolds 1984, Stegmann y Peinert 1984),
hasta la menor complejidad en 1996, dominada por protistas tras un proceso de dilucion
de la laguna debido al incremento en el régimen de precipitaciones. Los valores de
A:H<1 en la segunda mitad del periodo libre de hielo de 1997 reflejaron el retorno a
densidades “normales” de zooplancton que implicaron una alta razén entre la biomasa de
herbivoros vs. de autétrofos, propia de ecosistemas oligotroficos (Gasol et al. 1997). Por
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Figura 3-8. Variacion vertical y
estacional de la biomasa de los grupos
troficos (ver texto) durante 1997. (A)
0.5m,(B)5m, (C)8m, (D) 11 m.

tanto, la estructura de la comunidad plancténica
reflejo las variaciones ocurridas en el régimen de
precipitaciones. En este contexto, existen
evidencias de que en sistemas sometidos a un
fuerte estrés ambiental asociado a variaciones
acusadas en las entradas de agua, son mas
aparentes los cambios interanuales en el
desarrollo de una red trofica clédsica vs.
microbiana  (Porter 1996). Asimismo,
actualmente se reconoce la importancia de los
procesos de resuspension desde el sedimento en
la variabilidad interanual del estado trofico de
ecosistemas acuaticos y en el desacople entre
procesos autotroficos y heterotroficos (Cotner et
al. 2000).

El escaso desarrollo de la comunidad de
bacterioplancton y de los componentes clasicos
del bucle microbiano (flagelados heterotroficos
y ciliados) en condiciones “normales” de
desarrollo de la comunidad planctonica (ej.
1997) parecen estar en contraposicion con la
tendencia establecida de un alto desarrollo de la
biomasa de la comunidad microheterotrofica en
sistemas oligotroficos. Estos suelen
caracterizarse por una alta biomasa bacteriana en
relacion con la del fitoplancton y por un
importante desarrollo del bucle microbiano con
respecto a la cadena de pastoreo (Sterner et al.
1997, Biddanda et al. 2001, Cotner y Biddanda
2002). Varias causas podrian condicionar el
escaso desarrollo del bucle microbiano
heterotrofico en La Caldera: el impacto de altas
dosis de radiacion ultravioleta (sistema de alta
montafia de aguas claras), que podria afectar
negativamente al crecimiento bacteriano, o un



68  Juan Manuel Medina Sanchez. Tesis Doctoral

elevado control por depredacion del bacterioplancton ejercido por el zooplancton y, en
particular, por una comunidad algal con un potencial metabolismo mixotréfico. Estas
cuestiones se abordaran a lo largo de esta Memoria de Tesis.



CAPITULO IV

El eslabon alga-bacteria: los procesos

Cuanto mds de cerca miramos esas representaciones de la
materia en los organismos vivos, mas impresionante es el
espectaculo.

Max Delbriick (1906-1981), Reflexiones de un fisico
en torno a la biologia.
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INTRODUCCION

El flujo de energia a través de los ecosistemas acuaticos se inicia con el proceso
fotosintético que almacena la energia de los fotones en los enlaces quimicos de
compuestos reducidos de carbono. La energia fluye mediante el consumo de biomasa por
distintos organismos que conforman la clasica red trofica denominada “cadena de
pastoreo” de ecosistemas acuaticos: productores — zooplancton — peces. Mas
recientemente se ha establecido la existencia de una segunda via, denominada “bucle
microbiano”, que comienza con el consumo de carbono organico disuelto por las
bacterias heterotroficas, y contintia hacia niveles troficos superiores a través de flagelados
heterotroficos, ciliados y metazooplancton (Peterson et al. 1978, Porter et al. 1979, Azam
et al. 1983, Pace et al. 1983, Pedros-Alio y Brock 1983, Bern 1987, DeBiase et al. 1990,
Stoecker y Capuzzo 1990, Gifford 1991, Cruz-Pizarro et al. 1994, Azam 1998). No
obstante, algunos estudios han cuestionado la importancia cuantitativa de esta segunda
via al mostrar experimentalmente que las bacterias pueden actuar como sumideros de C
(Ducklow et al. 1986, del Giorgio et al. 1997).

El carbono orgénico es un factor clave para el desarrollo del bucle microbiano. En
los ecosistemas acuaticos tiene dos origenes basicos: uno aldctono, procedente de detritus
de ecosistemas terrestres (fuentes de acidos hiimicos, fulvicos, etc.) (ver Williamson et al.
1999 y sus referencias), y otro autéctono, procedente de los productores primarios, bien a
partir de células “sanas” por procesos de “excrecion” o “exudacion” (Hellebust 1965,
1974, Mague et al. 1980, Lancelot 1984, Sundh 1989, 1992, Lignell 1990 a, b, Malinsky-
Rushansky y Legrand 1996, Maurin et al. 1997), bien debido a la ruptura de células
algales por procesos como lisis viral o depredacion por protistas y metazoos, asi como su
reciclado (“sloppy feeding”, desintegraciéon de particulas fecales, excrecion por
zooplancton, etc.) (Lampert 1978, Giide 1988, Jumars et al. 1989, Bratback et al. 1994,
Markager et al. 1994, Hygum et al. 1997, Rothhaupt 1997).

La naturaleza del C organico liberado por las algas determina que éste sea
ampliamente consumido por las bacterias (Chrost y Faust 1983, Sundh 1989, 1992,
Kirchman et al. 1991, Sundh y Bell 1992, Reche et al. 1996, 1997, Maurin et al. 1997,
Pausz y Herndl 1999, Petit et al. 1999). Por otro lado, en sistemas como La Caldera, por
sus caracteristicas geograficas (ver Capitulo I), el DOC presente en la columna de agua
tiene una alta fotoreactividad (Reche et al. 2001). Por ello, es esperable que el C organico
“fresco” procedente de la exudacion algal pueda ejercer un papel regulador clave de la
actividad bacteriana. Sin embargo, resultados de estudios previos realizados en este
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sistema pusieron de manifiesto una ausencia de relacion entre los valores de produccion
de ambos eslabones tréficos segun una escala estacional (Reche 1995, Reche et al. 1996),
que estos autores atribuyeron al papel regulador ejercido por el P procedente de la
excrecion del zooplancton sobre la interaccion alga-bacteria (Reche et al. 1997).

En este Capitulo se analiza la relacion que se establece entre las comunidades
fitoplanctonica y bacteriana mediante el flujo de C entre ambos niveles troficos segiin una
escala intra e interanual. El objetivo es determinar la naturaleza de dicha relacion
asociada a cambios en el volumen de La Caldera, en relacion con estudios precedentes.
Como se ha indicado en el Capitulo anterior, las abundantes precipitaciones ocurridas
durante los afios hidrologicos 1996 y 1997 supusieron un rapido incremento en la
profundidad de la laguna (hasta 14 m) durante los periodos libres de hielo de estos afios.
Este analisis se realiza ademas segiin una escala temporal diaria, para determinar si
existen variaciones asociadas a ritmos circadianos o al ciclo diario de irradiacion solar. La
segregacion de la estructura y los procesos de la comunidad pelagica de La Caldera en
Capitulos diferentes de esta Memoria de Tesis se justifica porque los parametros
estructurales y los funcionales pueden estar regulados de forma independiente por
diferentes factores, tal y como concluye Ducklow (1999). Es por tanto objetivo genérico
de este Capitulo dilucidar los factores que controlan los procesos de las comunidades
fitoplancténica y bacteriana, y su interaccion.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

La determinacion de los procesos segin una escala estacional se llevo a cabo
durante los periodos estivales de 1996 y 1997, mediante la cuantificacion in situ de la
produccién primaria, excrecion algal de C fotosintético, su reasimilacion bacteriana y la
produccion bacteriana en cinco fases de la sucesion estacional, en 2-4 profundidades,
realizdndose un total de 12 experimentos en cada afio estudiado. La metodologia utilizada
esta descrita en el Capitulo II (Materiales y Métodos).

La determinacion de los procesos segiin una escala diaria se llevoé a cabo a
mediados del periodo libre de hielo de 1997 (12 de Agosto), mediante la cuantificacion de
las mismas variables descritas anteriormente en cuatro periodos discretos distribuidos
regularmente a lo largo del ciclo diario: amanecer (07:00-11:00), mafiana (11:00-15:00),
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tarde (15:00-19:00) y anochecer (19:00-20:40); en el caso de la produccion bacteriana, las
incubaciones se iniciaron al comienzo de cada periodo diario indicado y ademas durante
un periodo nocturno (inicio 00:00 h), siendo los tiempos de incubacion inferiores a 1
hora. Todas estas incubaciones, denominadas “discretas”, se realizaron para determinar
posibles variaciones de actividad algal y bacteriana asociadas al ciclo diario de radiacion
solar. Paralelamente, se cuantifico los valores acumulados de produccion primaria,
excrecion de C y su reasimilacion por bacterias obtenidos en tiempos de incubacion
crecientes a lo largo del dia: 4, 8, 12, y 24 horas, comenzando desde el amanecer. De esta
forma, los procesos asociados al ciclo fotosintético diario son evaluados de una forma
global. Por otro lado, estas incubaciones “en continuo”, junto con el procedimiento de
filtracion diferencial, ofrecen la oportunidad de cuantificar la respiracion de las algas in
situ. Esta se calcul6 sustrayendo la excrecion nocturna de C fotosintético a las pérdidas
nocturnas de C particulado, segiin la expresion:

ABS (POC,24 - POC,12) — ABS (EOC24 — EOC12)

donde ABS es valor absoluto; POC,24 es el C organico particulado acumulado durante el
ciclo diario completo; POC;12 el C organico particulado acumulado durante las horas
diurnas; EOC24, la excrecion acumulada de C organico durante el ciclo diario completo;
EOCI12, la excrecion acumulada de C organico durante las horas diurnas. Este
procedimiento ha sido aplicado en ambientes marinos (Eppley y Sharp 1975, Smith
1977), de agua dulce (Berman y Kaplan 1984) y en cultivos algales (Beardall et al. 1997).

Todas las incubaciones (discretas y acumuladas) se llevaron a cabo en la
profundidad de 5 m (45% de PAR incidente). Las botellas de incubacion se llenaron a
partir de una muestra compuesta de agua del lago obtenida al mezclar volumenes iguales
de muestras tomadas de cuatro profundidades homogéneamente repartidas en la columna
de agua. Paralelamente a las incubaciones, se obtuvieron medidas in sifu de la irradiancia
de PAR a lo largo del perfil vertical que permitieron construir curvas produccion-
irradiancia, y se determinaron los pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos como se
describe en el Capitulo II para cada uno de los periodos del ciclo diario arriba descritos.

Analisis estadisticos

La variacion espacial e interanual de las variables de actividad algal y bacteriana
se evalu6 mediante #-test, o mediante test U de Mann-Whitney cuando no se cumplian las
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condiciones de los tests paramétricos. La variacion diaria (incubaciones discretas) o
acumulada (incubaciones en continuo) de dichas variables en el ciclo diario se evalud
mediante analisis de contrastes LSD. La influencia de factores potenciales controladores
de la produccion primaria (biomasa algal, PAR, TP, TN, temperatura) y de la produccion
bacteriana (biomasa bacteriana, EOC, TP, TN, temperatura) fue evaluada en cada afio
mediante analisis de regresion multiple por pasos. La linealidad y multi-ortogonalidad
entre las variables independientes se verifico mediante analisis previos de correlacion, y
la distribucion normal de los residuos se verifico mediante el test W de Shapiro-Wilks.
Las variaciones interanuales de la pendiente de las lineas de regresion se evaluaron por
tests de paralelismo (interaccidon con covariables).

Se verifico la distribucion normal de los datos mediante el test W de Shapiro-
Wilks, y la homocedasticidad mediante los tests F y de Levene. Los datos se
transformaron logaritmicamente cuando no se cumplian estas condiciones. Los analisis
estadisticos se realizaron con el software Statistica® 5.1 para Windows (StatSoft, Inc.
1997).

RESULTADOS
Los procesos segiin una escala estacional e interanual
Produccion y productividad primaria, y excrecion de C por las algas

Los valores de produccion primaria (PP), medidos como TOC, comprendieron
entre 0.26y 1.91 pg C I h™' en 1996, y entre 0.12'y 1.76 ng C I'' h™' en 1997 (Tabla 4-1),
y la productividad primaria (PdP) varié entre 0.003 y 0.045 h™ en 1996, y entre 0.005 y
0.05 h™' en 1997 (Figura 4-1), sin que se registrara una significativa variacion interanual
(PP: =0.59, df=22, p=0.56). Aunque los valores promedio para la columna de agua
presentaron una tendencia decreciente a lo largo del periodo libre de hielo, los resultados
mas destacables fueron las acentuadas diferencias de PP a lo largo del perfil vertical
observadas en ambos afios, registrandose valores significativamente mayores en las capas
mas profundas que en las superficiales (1996, =4.06, df=6, p=0.0066; 1997, =5.34, df=6,
p=0.0018, ver también Figura 4-2), patrén que también mostré la PdP (1996, =3.01,
df=6, p=0.0238; 1997, =3.79, df=6, p=0.0091). Los analisis de regresidon por pasos
realizados para determinar qué factores abiodticos y bidticos controlaron la PP y la PdP
mostraron que el gradiente de intensidad de PAR explico el 61% y el 48% de las
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varianzas de PP y PdP, respectivamente, en 1996, y el 69% y el 56% de las varianzas de
PP y PdP, respectivamente, en 1997. De hecho, PAR presentd una relacion inversa con
PP y PdP en ambos afios, mientras que la distribucion vertical y estacional de otras
variables abidticas y bidticas no contribuyeron de forma significativa a mejorar la
explicacion de la varianza de PP ni de PdP (Tabla 4-2, Figura 4-1).

Tabla 4-1. Variaciones estacionales e interanuales de diferentes variables de actividad
fitoplanctonica y bacteriana (ver texto). Los valores son medias y rango para la columna de
agua en cada fase del periodo libre de hielo (deshielo, verano, final) de 1996 y 1997.

1996 1997
Deshielo Verano Final Deshielo Verano Final
(Jul) (Ago-Sep)  (Sep-Oct) (Jul) (Ago-Sep)  (Sep-Oct)
PP 0.96 0.93 0.73 0.97 0.89 0.27

(g CT'h') (0.46-1.91) (0.62-1.21) (0.26-1.22)  (0.64-1.34) (0.35-1.76) (0.12-0.42)

POC, 0.38 0.52 0.25 0.46 0.58 0.11
(LgCT'h") (0.18-0.90) (0.29-0.72) (0.08-0.59)  (0.25-0.65) (0.21-1.10) (0.05-0.17)

POC, 0.07 0.06 0.05 0.03 0.03 0.01
(g CT'R") (0.05-0.10) (0.03-0.08) (0.01-0.09)  (0.02-0.03) (0.02-0.05) (0.00-0.01)

EOC 0.32 0.28 0.28 0.18 0.17 0.08
(g CT'h') (0.21-0.48) (0.23-0.33) (0.17-0.38)  (0.14-0.23) (0.08-0.33) (0.06-0.11)

%EOC 354 31.5 45.0 19.9 20.7 36.7
(25.0-46.1) (27.5-37.3) (30.9-64.6)  (16.4-24.9) (16.2-35.3) (25.5-48.0)

%PEA 21.3 19.9 16.8 15.1 18.7 10.5
(18.5-22.1) (14.3-24.1) (9.0-23.6)  (12.5-19.0) (12.8-24.0) (8.5-12.4)

%CUEb 1.02 0.99 1.01 3.79 4.07 5.94
(0.92-1.08) (0.68-1.15) (0.82-1.09)  (2.85-4.56) (3.20-5.75) (2.73-9.14)

BP 3.25 2.91 2.84 7.18 6.40 4.01
(g CT'h") (1.96-4.58) (1.57-3.83) (1.79-3.98)  (4.75-9.94) (4.11-11.5) (2.96-5.06)

Los valores de la tasa de excrecion de carbono orgéanico por las algas (EOC)
comprendieron entre 0.17 y 0.48 ug C 1" h™' en 1996, y entre 0.06 y 0.33 pg C I h en
1997, siendo en conjunto los valores significativamente mayores en 1996 que en 1997
(=4.29, df=22, p=0.0003). La distribucion espacio-temporal de EOC fue similar a la de la
PP, Gnica variable que explico la varianza de EOC (en un 96% en 1996, y en un 91% en
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1997), mientras que otras variables como el biovolumen-densidad de algas, temperatura o
PT no contribuyeron a la explicacion de varianza de EOC (Figura 4-2).

Tabla 4-2. Resultados de analisis de regresion multiple por pasos para producciones y
productividades primarias y bacterianas medidas en el lago durante 1996 y 1997. R* es el
coeficiente multiple de determinacion; gl y g2 son los grados de libertad; Fyi 42 y p son los
resultados del F-test de la relacion entre la variable dependiente y el conjunto de variables
independientes.

Variable  Var. independientes Multiple Multiple

Ao dependiente incluidas R R? gl 2 Fagp P

1996 PP PAR 0.78 0.61 1 10 15.6  0.0027
PdP PAR 0.69 0.48 1 10 9.1 0.0131
PB EOC 0.94 0.88 1 9 66.5  0.0000
PdB EOC 0.92 0.85 1 9 49.6  0.0001

1997 PP PAR 0.83 0.69 1 10 22.8  0.0008
PdP PAR 0.75 0.56 1 10 12.8  0.0050
PB EOC 0.87 0.76 1 9 28.8  0.0005
PdB EOC 0.81 0.66 1 9 17.6  0.0023

El porcentaje de C organico liberado por las algas respecto del producido
(%EOC) oscilod entre 25 y 65% en 1996, y entre 16 y 48% en 1997, y de modo similar a
EOC, los valores fueron significativamente mayores en 1996 que en 1997 (U=18,
p=0.0018). El %EOC presento valores significativamente mayores en las capas superiores
que en el resto de la columna de agua (1996, =4.52, df=10, p=0.0011; 1997, U=2,
p=0.023) y se relacion6 inversa y no linealmente con la PP.

Produccion y productividad bacteriana

Los valores de incorporacion bacteriana de TdR (IT) comprendieron entre 0.106 y
0.214 pmol I'" h™ en 1996, y entre 0.159 y 0.619 pmol I h™" en 1997, que se traducen en
un rango de variacion de produccion bacteriana (PB) comprendido entre 0.002 y 0.005 ug
C1'h™' en 1996, y entre 0.003 y 0.013 ug C 1" h' en 1997 (Tabla 4-1). La productividad
bacteriana (PdB) vari6 entre 0.001 y 0.002 h™ en 1996, y entre 0.002 y 0.009 h™' en 1997.
La produccién bacteriana (PB) presentd valores significativamente mayores en 1997 que
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Figura 4-1. Relacion de la produccion primaria (A) y de la
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alrededor de las lineas de regresion (lineas continuas)
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en 1996 (=4.12, df=20, p=0.0005) y compartio con la PP tanto la tendencia decreciente
de sus valores promedio para la columna de agua a lo largo del periodo libre de hielo,
como el patrén de variacion a lo largo del perfil vertical, por lo que ambas variables
mostraron una significativa relacion directa (Figura 4-3), siendo la pendiente
significativamente mayor en 1997 que en 1996 (test de paralelismo PB-PP, Fis,
p=0.0010). Es destacable que, en ambos afios, ésta relacion positiva PB-PP no se verifico
en las capas mas superficiales del lago, mientras que si fue significativa en las capas
intermedias y profundas (Figura 4-3 B, C).

Relacion fitoplancton-bacterias

Los resultados de los analisis de regresion por pasos, realizados para determinar
qué factores controlaron la PB, indican que la tasa de EOC fue el tnico factor predictor
tanto de la PB como de la PdB, explicando hasta el 88% y 85% de sus respectivas
varianzas en 1996, y el 76% y 66% en 1997. La distribucion estacional y vertical de las
otras variables estudiadas no fueron incluidas por el modelo ya que no mejoraron de
forma significativa la explicacion de la varianza (Tabla 4-2). Ademas, la pendiente de la
linea de regresion PB-EOC fue significativamente mayor en 1997 que en 1996 (test de
paralelismo PB-EOC F 5, p=0.0018, Figura 4-4). La positiva relacion PB-EOC no se
mantuvo en las capas superficiales en ambos anos (Figura 4-4 B, C).

Los valores de asimilacion bacteriana del C fotosintético liberado por las algas
(POC,) estuvieron comprendidos entre 0.015 y 0.103 pg C 1" h™" in 1996, y entre 0.005 y
0.053 ug C 1" h™" in 1997 (Tabla 4-1), siendo significativamente mayores en 1996 que en
1997 (+=3.78, df=22, p=0.0010). No obstante, cuando la asimilacion bacteriana se
normaliza con respecto a los exudados disponibles, el %PEA no present6 diferencias
significativas entre los dos afos (=1.93, df=22, p=0.0668). Las tasas de asimilacion
bacteriana de C fotosintético mostraron un patréon de distribucion vertical similar al de
PB, asi que ambas variables también se correlacionaron positiva y significativa segiin una
escala espacial y estacional (datos no mostrados). La eficiencia bacteriana de uso de C
fotosintético (%CUED), que no mostré un patréon claro segiin una escala espacio-
temporal, presentd valores significativamente mayores en 1997 que en 1996 (U=0,
p<0.0001). Los valores de CARB fueron significativamente inferiores a los de las tasas
de suministro de C organico (EOC) tanto en 1996 (=10.50, df=10, p<0.0001) como en
1997 (£=5.94, df=10, p<0.0002).
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Figura 4-3. Relacion entre produccion bacteriana (PB) y
produccién primaria (PP) para la columna de agua (A) y
discriminando entre profundidades en 1996 (B) y 1997 (C).
Intervalos de confianza y barras de error como en Figura 4-2.
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Figura 4-4. Relacion entre produccion bacteriana (PB) y
excrecion de C orgéanico (EOC) para la columna de agua (A) y
discriminando entre profundidades en 1996 (B) y 1997 (C).
Intervalos de confianza y barras de error como en Figura 4-2.
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Los procesos segiin una escala diaria.
Abundancias y biomasas fitoplanctonica y bacteriana

La abundancia y biomasa de las algas mostr6 un patréon temporal diario
caracterizado por un fuerte incremento (>40%) de sus valores promedio para la columna
de agua desde el amanecer hasta las 11:00. Posteriormente (15:00) tuvo lugar una acusada
(>35%) disminucion de los valores, para volver a incrementarse de forma paulatina hasta
el anochecer (Figura 4-5). La distribucion vertical del fitoplancton varié a lo largo del
periodo diario, ya que durante el amanecer los maximos valores de abundancia y biomasa
se encontraron en las capas superiores y los minimos a 8 m, mientras que se encontré una
distribucion vertical opuesta durante el resto del periodo diario (Figura 4-5).

La abundancia y biomasa bacteriana presentd un patron temporal diario de sus
valores promedio para la columna de agua muy similar al de las algas (Figura 4-5). Sin
embargo, las variaciones diarias de su distribucion vertical no fueron paralelas a las
mostradas por el fitoplancton. Asi, durante las horas centrales del dia (11:00 y 15:00 h)
los maximos valores se alcanzaban en las capas intermedias (5 y 8 m, respectivamente) y
los minimos en el fondo, mientras que durante el atardecer (19:00) y noche (00:00) los
maximos valores se encontraron en el fondo y los minimos a 5 m. Durante el amanecer
los maximos valores se localizaron en las capas superiores y los minimos a 5 m (Figura 4-

5).

Produccion y productividad primaria, y excrecion de C por las algas

El experimento del ciclo diario se llevé a cabo cuando la comunidad
fitoplanctonica estaba dominada por las crisoficeas. Los resultados de los periodos
discretos de incubacion muestran que los valores de producciéon primaria (PP), medidos
como TOC, variaron entre 0.81 y 2.86 pg C I h™', y los de productividad primaria entre
0.016 y 0.081 h', presentando ambas variables un patrén de variaciéon diario similar. En
éste los valores maximos se registraron durante el amanecer, siendo consistentemente
mas bajos en los restantes momentos del periodo diurno, aunque con un pequefio
incremento de PP y PdP durante la tarde (15:00). Los valores de POC, presentaron un
patrén diario paralelo al de PP, excepto al anochecer (19:00), cuando los valores
obtenidos fueron los minimos del periodo con luz solar (Tabla 4-3, Figura 4-6 A).
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Figura 4-5. Distribucion espacial y temporal de la biomasa de fitoplancton y de bacterias
durante un ciclo diario.
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diferentes indican periodos en los que la variable
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para POC,) vario significativamente (p<0.05).

Las tasas de excrecion de
carbono orgdnico por las algas
(EOC) variaron entre 0.16 y 0.57 ug
C I h', con los valores minimos
durante las horas centrales del dia
(11:00), significativamente mayores
durante la tarde (15:00) y maximos
tanto al amanecer como al
anochecer. Cuando los valores de
EOC se normalizan con respecto a la
PP, el porcentaje de C orgénico
liberado mostr6 un patrén inverso al
de PP (=TOC), con valores de
%EOC  minimos  (~16%) al
amanecer y maximos (72%) al
anochecer (Tabla 4-3, Figura 4-7).

Los resultados de los
periodos continuos de incubacién
muestran que la PP acumulada
alcanzo los maximos valores tras un
periodo de incubacién de 8 horas de
luz diurna, y no hubo diferencias
significativas después de periodos
de incubacion superiores. Los
valores de POC; acumulados tras 24
h de incubacion fueron
significativamente inferiores que los

obtenidos tras 12 h, indicando una pérdida de C organico producido por las algas, debido

tanto a procesos de excrecion como de respiracion durante las horas nocturnas (Tabla 4-3,

Figura 4-6 B). Las pérdidas nocturnas de C organico ascendieron a 4.08 + 1.27 ug C I

La excrecion acumulada de C organico por las algas (EOC) fue maxima tras el periodo

diario completo (24 h), con valores significativamente superiores a los acumulados tras

12 h desde el amanecer (Figura 4-7, Tabla 4-3). El %EOC acumulado mostr6é un patrén

similar. La excrecion acumulada durante el periodo nocturno fue de 2.4 + 0.2 pg C 1.

Los valores de respiracion algal fueron 1.69 + 1.04 ug C "', lo que supone un 10% de la



IV Los procesos 85

PP bruta acumulada, calculado como R/(PP+R)x100, donde R es la respiracion

acumulada nocturna y PP la produccion primaria neta acumulada durante el periodo
diurno (12 h).

Tabla 4-3. Valores promedio de las variables de actividad algal (ver texto) en
periodos discretos y continuos de incubacion de un ciclo diario.

Periodo incubacién PP POC, PdP EOC %EOC
pgCl'h! pgCr'h’ h! ugC1'h! %
Discreto (h inicio) 07:00 2.86 1.74 0.081 0.46 15.88
11:00 0.81 0.54 0.016 0.16 19.90
15:00 1.16 0.58 0.036 0.30 26.23
19:00 0.79 0.08 0.021 0.57 72.07
ug C 1! ug C 1! periodo™ pgC1! %
Continuo (h) 4 11.42 6.97 0.324 1.82 15.88
8 18.56 12.42 0.436 451 24.61
12 18.28 13.34 0.467 3.81 20.88
24 18.48 9.26 0.470 6.21 33.73

Produccion y productividad bacteriana

Las tasas promedio de incorporacion bacteriana de *H-timidina variaron entre
0.24 y 0.77 pmol I'' h™'; su conversién a unidades de C se traduce en un intervalo de
variacion comprendido entre 5 x 107 y 16 x 10° pg C I h"' y una productividad
bacteriana de entre 2 x 107 y 12 x 10° h™' (Tabla 4-4).

Tanto la PB como la PdB mostraron un patrén diario con los valores mas altos
durante el amanecer, tarde y noche (sin diferencias significativas entre ellos), y valores
mas bajos durante la mafiana y el anochecer (sin diferencias significativas entre ellos)
(Figura 4-8).

Relacion fitoplancton-bacterias

El C organico liberado por las algas que es asimilado por las bacterias (POC,)
presento valores comprendidos entre 0.031 y 0.17 ug C 1" h™' que supusieron entre un 11
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y un 37 % del EOC disponible (%PEA, Tabla 4-4). El patron diario de POC, fue similar
al mostrado por PP, con valores maximos al amanecer (07:00), y cuando se normaliza
respecto al C organico disponible, el porcentaje de carbono fotosintético que es asimilado
por las bacterias (%PEA) mostré un patron casi idéntico al de POC,, con valores
maximos durante el amanecer (37%), intermedios en las horas centrales del dia (17.7-
19.3%) y minimos al anochecer (11%) (Figura 4-9, Tabla 4.4).

Periodos discretos de incubacion Periodos continuos de incubacion
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Figura 4-7. Excrecion de carbono organico por las algas: tasas absolutas (EOC),
acumuladas (EOC acum.), porcentuales (%EOC) y porcentuales acumuladas
(%EOC acum.) durante periodos discretos y continuos sobre un ciclo diario. Barras
de error: medias £ DE. Letras diferentes indican periodos en los que la variable
respuesta vario significativamente (p<0.05).

La eficiencia de uso del C fotosintético por las bacterias (%CUEDb) presentd
valores significativamente inferiores al anochecer (Figura 4-9, Tabla 4-4). Si se comparan
los valores de EOC con los de CARB, éstos ultimos fueron significativamente inferiores a
los de las tasas de suministro de C orgédnico (EOC) a lo largo del ciclo diario (=6.98,
df=3, p=0.0060).
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Los resultados de los periodos continuos de incubacion muestran una variacion

del POC, acumulado que comprende entre 0.7 y 2 pg C 1", con los maximos valores tras

un periodo de incubacion de 24 horas, significativamente superiores a los valores

acumulados tras periodos de incubacion inferiores a un ciclo diario completo. Un patron

similar mostr6 el %PEA acumulado, excepto por los altos valores obtenidos tras el

periodo matinal de 4 horas.

DISCUSION

Produccion y productividad primaria, y excrecion de C por las algas

Los valores de produccion y productividad primaria mostraron un patron de

variacion mas acentuado segun una escala espacial que segun una escala estacional, en

ambos afios estudiados. La similitud entre ambas variables reside en el relativamente

0.030
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==
@] B
E: E 0.018
0.012 -
|
0006 -
0.000 -

7:00 11:00 15:00 19:00 0:00

Hora inicio incubacion

Figura 4-8. Variacion diaria de produccion
(PB) y productividad (PdB) bacterianas. Barras
de error: medias * DE. Letras diferentes
indican periodos en los que la wvariable
respuesta (mayusculas para PB, mintsculas
para PdB) vari6 significativamente (p<0.05).

estrecho intervalo de wvariacion
vertical y estacional de los valores
de biomasa fitoplanctonica (~30-60
pg C 1" en 1996, y ~20-50 pg C 1
en 1997), por lo que, en proporcion,
el proceso tuvo mas peso que la
biomasa en la distribucion de los
valores de productividad. En
conjunto, los valores de produccion
y productividad primaria obtenidos
se incluyen dentro del rango
caracteristico de sistemas
oligotroficos de alta montafia y
antarticos (Sickman y Melack 1992,
Aristegui et al. 1996, Straskrabova
et al. 1999b). De entre los
potenciales factores que pueden
controlar tanto la distribucion

estacional como espacial de la PP, el gradiente vertical de irradiancia (PAR) fue el factor

que explico la mayor parte de la varianza de PP, mientras que otros factores

potencialmente controladores de la PP como biomasa, temperatura o nutrientes limitantes
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(Pace y Cole 1994a, Coveney y Wetzel 1995, Massana et al. 1996, Bouvy et al. 1998,
Pedros-Alio et al. 1999, y referencias citadas) no contribuyeron de forma significativa en
el control de la PP (Tabla 4-2).

Tabla 4-4. Valores promedio de las variables de actividad bacteriana (ver texto) en periodos
discretos y continuos de incubacion de un ciclo diario.

Periodo incubacion POC, %PEA %CUEb CARB PB PdB
ug CI'h! % % pgCI'h! pgCr'h! h'
Discreto (h inicio) 07:00 0.169  36.78 3.49 0.044 0.016 0.010
11:00 0.031 19.33 3.20 0.027 0.005 0.002
15:00 0.053 17.74 493 0.086 0.015 0.012
19:00 0.062 10.74 0.90 0.048 0.005 0.004
00:00 - - - - 0.015 0.010
pgC 1! %
Acumulado (h) 4 0.676  36.78
8 1.155 25.37
12 0.818 21.48
24 2.028 32.62

Aunque la radiacidon fotosintéticamente activa (PAR) constituye la fuente de
energia que restringe la fijacion de C inorganico por los productores primarios (Margalef
1995), la relacion inversa encontrada entre PP y PAR en ambos afios en La Caldera
(Figura 4-1) sugiere un efecto inhibidor de la luz, probablemente debido a la alta
intensidad de radiacion incidente. De hecho, esta bien documentado el efecto
fotoinhibidor que puede ejercer una alta irradiancia de PAR sobre los fotosistemas de
algas y plantas superiores, al reducir la tasa fotosintética por debajo de los valores de
saturacion (Neale y Richerson 1987, Cullen y Lewis 1988, Barber y Andersson 1992,
Neale et al. 1993, Aguirre-von-Wobeser et al. 2001). No obstante, ademas de PAR, y
relacionado también con la localizacion del lago, existe una elevada irradiancia incidente
del espectro de radiacion ultravioleta. Las bajas concentraciones de clorofila y DOC en la
columna de agua (< 1 mg I"") permiten que dicha radiacién pueda penetrar en profundidad
(Scully y Lean 1994, Morris et al. 1995, Williamson et al. 1996, Sommaruga y Psenner
1997, Laurion et al. 2000) y ejercer efectos inhibidores sobre la produccién primaria
(Moeller 1994, Carrillo et al. 2002), aspectos que seran analizados en el Capitulo V.

El efecto fotoinhibidor ejercido por la radiacion solar sobre la PP concuerda con
la disminucion de las tasas de PP y PdP a partir de las 11:00 h sobre un ciclo diario
(Figura 4-6 A). Asi, la obtencion de los mayores valores de estas variables al amanecer es
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el resultado de una menor irradiancia incidente, asi como de la actuacion de potenciales
procesos de recuperacion nocturnos de los fotosistemas dafiados por UV (Renger et al.
1989, Schofield et al. 1995, Jiménez et al. 1998, Flores-Moya et al. 1998, Cockell y
Rothschild 1999).

Periodos discretos de incubacion Periodos continuos de incubacion
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O 4 eficiencia de asimilacion (%PEA) y
X eficiencia acumulada (%PEA  acum.);
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11:00  15:00  19:00 error: medias + DE. Letras diferentes indican
periodos en los que la variable respuesta
vari6 significativamente (p<0.05).

Hora inicio incubacion

No obstante, los resultados obtenidos en las incubaciones en continuo, que
constituyeron una evaluacion in situ de una cinética de saturacion de la PP, revelaron una
aparente ausencia de un efecto inhibidor dependiente de la dosis acumulada de radiacion
solar sobre PP, por lo menos tras 8 h de incubacion (Figura 4-6 B). Estos resultados son
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similares a los obtenidos sobre poblaciones de diatomeas antarticas del hielo y sugieren la
existencia de una capacidad de reparacion celular de los componentes enzimaticos
implicados en la fotosintesis (ej. RuBisCo, FII) potencialmente dafiados o funcionalmente
inhibidos por la radiacion solar (Lesser et al. 1994, Schofield et al. 1995, Figueroa y
Gomez 2001). Asi, esta capacidad reparadora, que actuaria de modo simultaneo al dafio,
constituiria una adaptacion de organismos que viven en ambientes expuestos a elevadas
dosis de radiacion solar, tales como la superficie de las capas de hielo o los ecosistemas
de aguas claras, aunque la baja temperatura del medio (< 12 ° C de maxima estival en
1997) puede determinar una menor eficiencia de estos procesos de reparacion (Markager
et al. 1999, Gomez et al. 2001, Neale et al. 2001).

La incubacion en una profundidad fija durante el ciclo diario impidi6 la migracion
vertical de las algas (Carrillo et al. 1991 a) y por tanto la posibilidad de encontrar
potenciales refugios de UV, como sugiere la distribucion vertical del fitoplancton a lo
largo del ciclo diario, con una marcada disminucion de la biomasa fitoplactonica en las
capas superiores a medida que avanza el dia (Figura 4-5, Carrillo et al. 1991 a). Sin
embargo, dicho procedimiento nos permitid valorar experimentalmente el efecto de las
variaciones de intensidad (y calidad) de la radiacion solar sobre la comunidad
plancténica, ya que la luz varié en un mayor rango que otras parametros fisico-quimicos
estudiados como temperatura, conductividad, pH, o nutrientes a lo largo del ciclo diario
(datos no mostrados). Las variaciones diarias de abundancia y biomasa fitoplanctonica
(promedio de la columna de agua) reflejaron los cambios en la PP para cada una de las
fases diarias estudiadas, existiendo una covariacion con un desfase temporal de 4 h
(Figuras 4-5 y 4-6).

El patréon de PP acumulada a lo largo del ciclo diario muestra que un tiempo de
exposicion a la radiacion mayor de 8 h no se tradujo en un incremento de esta variable, lo
que podria deberse a un mayor valor de la razén respiracion:produccion durante la tarde
(desde las 15:00). En cualquier caso, el valor obtenido de la proporcion de respiracion
algal con respecto a la PP bruta (10%) esta dentro del intervalo mostrado para especies de
cianoficeas y diatomeas obtenidas en cultivo (Beardall et al. 1997), y para especies de
microalgas en general, que es del orden del 10% de la PP bruta (Beardall y Raven 1990);
no obstante, Aristegui et al. (1996) obtuvieron valores porcentuales de respiracion algo
mas elevados (10-50%) en aguas costeras antarticas, a pesar de que en el citado estudio
los valores de PP obtenidos fueron del orden de los obtenidos en La Caldera. Razones
metodologicas (técnica Winkler) asi como el hecho de que estos autores evaluaron la
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respiracion de la comunidad microplanctonica completa pueden estar en la base de las
diferencias obtenidas en relacion con la respiracion algal.

Sobre una escala estacional e interanual encontramos, como en otros ecosistemas,
una relacion positiva entre PP y EOC, y de ahi una relacion inversa, no lineal, entre
%EOC y PP (Sondergaard y Schierup 1982, Sell y Overbeck 1992, Maurin et al. 1997).
Estos resultados, junto con la ausencia de relacion significativa entre EOC y el
biovolumen-densidad del fitoplancton, apoyan la interpretacion de Lignell (1990 a) de
que la tasa de liberacion de C fotosintético es un proceso activo dependiente de la tasa de
producciéon primaria, mas que un proceso pasivo proporcional a los parametros
estructurales (Bjeornsen 1988). Este hecho se corrobora particularmente durante 1996,
cuando la composicion taxondémica fue relativamente constante, con una dominancia de
las crisoficeas.

De acuerdo con Feuillade et al. (1986) y Maurin et al. (1997), el %EOC presentd
valores mayores en las capas superiores del lago en ambos afios, lo que podria ser
consecuencia de un dafio en la membrana de las células algales provocado por el estrés de
radiacion solar, que incrementaria su permeabilidad a los sustratos organicos (Hellebust
1974). En cualquier caso, estos encuentros apoyan la consideracion de %EOC como un
indicador de estrés fisiologico, que puede ocurrir cuando existe un desacople entre
fotosintesis y crecimiento determinado por una alta intensidad de radiacion solar en un
ambiente con escasez de nutrientes (Berman-Frank y Dubinsky 1999). No obstante,
también se ha descrito altos valores de %EOC en condiciones de baja intensidad de luz,
indicando asimismo una situacion de estrés fisiologico (Maurin et al. 1997).

Sobre una escala diaria estos procesos de liberacion activa presentan un maximo
durante las horas crepusculares (%EOC = 72%). Previos estudios mostraron la capacidad
de ciertos conjuntos algales para continuar liberando C fotosintético durante cortos
periodos de oscuridad ocurridos tras la exposicién a la luz (Mague et al. 1980). Esta
respuesta puede ser interpretada como un proceso de excrecion del exceso de fotosintato
producido durante las horas de diurnas en condiciones de deficiencia celular de P. En este
sentido, Plaxton y Carswell (1999) sefialan que la excrecion de ciertos compuestos
orgdnicos es una etapa final del catabolismo de fotosintatos cuando siguen rutas
alternativas que permiten conservar la concentracion intracelular de Pi. Asi, la excrecion
de fotosintatos constituye un proceso funcionalmente equivalente a la mas documentada
respuesta EPIR (enhanced post-illumination respiration) que supone un incremento de la
tasa respiratoria tras la exposicion de las algas a un elevado flujo de fotones, proceso que
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esta descrito tanto para plantas superiores (Heichel 1970), como para especies de
microalgas (Falkowski et al. 1985, Beardall et al. 1994). En cualquier caso, de acuerdo
con Wood y Van Valen (1990) la liberacion de C orgéanico parece ejercer una funcion
protectora sobre las algas al evitar la generacion excesiva de poder reductor (coenzimas
reductores) durante una incrementada tasa respiratoria, y que no podria ser utilizado en
crecimiento debido a la limitacidén de nutrientes (Berman-Frank y Dubinsky 1999).

Produccion y productividad bacteriana

Los valores de produccion bacteriana estuvieron en el limite inferior del rango
caracteristico de sistemas de alta montafia, oligotroficos y antarticos (Thomas et al. 1991
a, b, Reche et al. 1996, Straskrabova et al. 1999b, Davidson y van der Heijden 2000). Los
valores de PB constituyeron entre 0.24-4.4% de los de produccion primaria, muy alejados
por tanto de la proporcion media del 20% de PP descrita tanto en el trabajo clasico
realizado por Cole et al. (1988) sobre un amplio conjunto de ecosistemas (marinos y de
agua dulce), como en estudios realizados dentro de sistemas eutroficos particulares
(Kisand et al. 1998). La pendiente de la relacion PB-PP fue un orden de magnitud inferior
a la establecida por estos autores, indicando una baja eficiencia de uso del C fotosintético
por las bacterias en La Caldera.

Es posible que la elevada intensidad de radiacion ultravioleta que penetra en los
ecosistemas lacustres de alta montafia (Sommaruga y Psenner 1997) pueda afectar
negativamente al metabolismo bacteriano (Sommaruga et al. 1997), explicando asi los
bajos valores de actividad bacteriana encontrados en La Caldera. Sin embargo, el hecho
de que existieran significativos cambios interanuales tanto en las pendientes de la lineas
de regresion PB-PP y PB-EOC, como en los valores de eficiencia de uso bacteriano del C
fotosintético (%CUED), indica que otros factores, ademas de la radiacion ultravioleta,
pueden explicar estos bajos valores de actividad bacteriana. El incremento de produccion
bacteriana, de %CUEDb, y de la pendiente de las lineas de regresion PB-PP y PB-EOC en
1997 con respecto a 1996 puede estar relacionado con las mayores temperaturas del agua
en 1997, dada la influencia que ésta variable tiene en la actividad bacteriana en muy
diversos ambientes (White et al. 1991, Hoch y Kirchman 1993, Shiah y Ducklow 1994a,
b, Coveney y Wetzel 1995; Felip et al. 1996, Tibbles 1997, Simon y Wiinsch 1998, pero
ver Rivkin et al. 1996). Ademas, en 1997 tiene lugar la mejora en las condiciones troficas
del sistema debido al “normal” desarrollo de la comunidad zooplanctonica, con el
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consiguiente incremento en la disponibilidad de P procedente de la excrecion del
zooplancton (Carrillo et al. 1996 a, b, Villar-Argaiz et al. 2001, 2002 c). Esto implica una
“relajacion” de las condiciones de extrema oligotrofia propia del sistema, tal y como
indica la razon DIN:TP significativamente mas baja en 1997 que en 1996. De modo
analogo, Shiah et al. (2001) encontraron un incremento en la pendiente de las lineas de
regresion PB-PP en condiciones mas mesotroficas.

Interaccion alga-bacteria: escalas temporales

La interaccion alga-bacteria en La Caldera es fundamentalmente comensalista
(ver también Capitulo VII), lo que se manifiesta en las diferentes escalas temporales
analizadas. Segtn una escala estacional, el carbono de origen fotosintético fue el principal
factor regulador de la produccion bacteriana como muestra la relacion directa PB-EOC
(Tabla 4-2, Figura 4-4), lo que es verificado por los valores positivos de POC, que
cuantifica el consumo bacteriano de C fotosintético.

Segun una escala diaria esta interaccion comensalista se infiere de la similitud de
los patrones de la PP y de las variables de actividad bacteriana, como la tasa absoluta
(POC,) o la eficiencia (%PEA) de asimilacion de C fotosintético. Otros estudios también
documentan un estrecho acople diario entre la actividad bacteriana y la fotosintética del
fitoplancton (Fuhrman et al. 1985, Coffin et al. 1993, Petit et al. 1999). No obstante, la
PB presentd un patrén de variacion acoplado al de EOC solo durante la fase diurna del
ciclo, ya que el incremento de EOC ocurrido durante el creptisculo produjo una respuesta
retardada (00:00 h) de la produccion bacteriana. Desfases en la asimilacion bacteriana de
C fotosintético han sido documentados en ecosistemas de diferentes niveles troficos (Petit
et al. 1999, Shiah 1999). Sin embargo, no conocemos el mecanismo subyacente que
explique la existencia de este retardo, aunque el papel ejercido por la radiacion UV y la
capacidad de reparacion del ADN bacteriano, tanto dependiente de la luz (fotoreparacion)
como en oscuridad (reparacion ‘oscura’), puede ser tenido en consideracion para explicar
el patron diurno de PB y su desfase nocturno. En linea con esta consideracion, es
llamativo el patron diario mostrado por PB y %CUED, que indica que la eficiencia para
canalizar hacia biomasa bacteriana el C fotosintético disponible no decae durante las
fases del ciclo diario con presencia de una mayor intensidad de radiacion UVB. Este
patron podria reflejar la actuacion de mecanismos de fotoreparacion durante las horas
diurnas (ver también Capitulo V). Por otro lado, los mecanismos de reparacion oscuros
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podrian actuar reparando mas lentamente el ADN dafiado y ser responsables del pico de
actividad nocturna (Booth et al. 2001). No obstante, Shiah (1999), que encuentra un
patrén diario con actividad bacteriana maxima durante las horas nocturnas que es
independiente de la radiacion UV (excluida en su disefio experimental), discute que estas
respuestas pueden estar relacionadas con ritmos circadianos de actividad bacteriana,
debido a ajustes metabolicos asociados al ritmo de radiacion solar.

Aunque las bacterias dependen del C organico liberado por las algas, sélo una
parte del mismo fue reasimilado por las bacterias (hasta un 36% del valor %PEA),
sugiriendo, en principio, que el C fotosintético no parece ser un nutriente limitante para
las bacterias. Esta idea esta reforzada por el hecho de que los requerimientos bacterianos
de C algal (CARB) fueron significativamente inferiores que la disponibilidad de este C
(EOC). No obstante, es posible que la capacidad de la radiacion solar para transformar
sustratos organicos labiles en compuestos menos biodisponibles para el consumo
bacteriano conduzca a una limitacion potencial de C (Benner y Biddanda 1998,
Obernosterer et al. 1999, Obernosterer et al. 2001).

Interaccion alga-bacteria: escala espacial

La atenuacion vertical que experimenta la radiacion solar en la columna de agua
determina un gradiente vertical no so6lo de intensidad de radiacion, sino también de
calidad de radiacion, dado que el valor de la constante de atenuacion vertical varia en
funcioén de la longitud de onda (Scully y Lean 1994, Morris et al. 1995, Williamson et al.
1996, Sommaruga y Psenner 1997, Laurion et al. 2000, ver Figura 5-2). Este gradiente
vertical de calidad de radiacion pudo determinar el patréon vertical mostrado por PB, con
los mayores valores en las capas mas profundas. De hecho, numerosos trabajos han
puesto de manifiesto el efecto inhibidor directo de UV sobre el crecimiento bacteriano
(Aas et al. 1996), consecuencia de los dafios al ADN y otras macromoléculas. En linea
con estas evidencias, nuestros resultados mostraron que el acople entre PB y PP no se
verificd en las capas superiores del lago, donde ademas, la PB y la tasa de EOC no
estuvieron relacionadas. Esta ausencia de relacion concuerda con estudios previos
realizados en La Caldera (1992-93) cuando la profundidad de la columna de agua
comprendio entre 3 y 5 m (Reche et al. 1996), y no se puede descartar que un potencial
dafio en las bacterias provocado por una alta intensidad de radiacion ultravioleta en las
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capas superiores fuese la causa de la falta de respuesta de la actividad bacteriana al C
liberado por las algas.

El gradiente vertical de calidad de radiacion pudo constituir un factor comun de
covariacion que explicara la relacion acoplada de PB y PP. Por tanto, para comprender la
naturaleza de la interaccion algas-bacterias, se hace necesario dilucidar si el gradiente de
calidad de radiacion actia directamente sobre la actividad bacteriana causando una
relacion acoplada PB-PP como covariacion a este gradiente, o si actia de forma indirecta
condicionando la excrecion de C orgéanico y determinando el patron vertical de actividad
bacteriana al depender de aquel carbono. Estos aspectos se trataran en el Capitulo V.

Relacion entre estructura y procesos

Nos parece interesante destacar que no hayamos encontrado una relacion entre
biomasa y produccion bacteriana sobre una escala estacional en ambos afios (Tabla 4-2).
Siguiendo la aproximacion propuesta por Billen et al. (1990), y contrastada por diversos
autores (Ducklow 1992, Pace y Cole 1994b, Dufour y Torréton 1996, Bouvy et al. 1998,
Kisand et al. 1998), esta falta de relacion es indicativa de un control de las bacterias por
depredacion, ya que una mayor produccion (que actuaria como un indice de un mayor uso
de los sustratos sensu Billen et al. 1990) no se traduce en un incremento de biomasa
debido al consumo por los predadores. No obstante, diferentes autores apuntaron algunas
objeciones a esta aproximacion:

- Dufour y Torréton (1996) discuten que la produccién bacteriana y el uso de los
sustratos no tienen por qué ser proporcionales, al menos sobre un amplio rango de
situaciones troficas intersistémicas.

- Pacey Cole (1994 b) argumentan que la relacion entre biomasa bacteriana (BB) y PB
puede debilitarse cuando se reduce la escala de estudio (p. ¢j. ver Ducklow 1992) al tener
proporcionalmente una mayor influencia el origen multiple de los recursos bacterianos
(ej. reciclado de otros componentes de la red trofica, entradas aléctonas de recursos).

- Desde otra perspectiva, Pace y Cole (1994 b) discuten que una complicacién no
considerada por Billen et al. (1990) es el hecho de que la depredacion sobre bacterias
constituye un mecanismo regenerador de recursos, cuyo resultado seria desacoplar mas la
biomasa bacteriana del incremento de produccion bacteriana.
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Sin embargo, a partir de los resultados obtenidos consideramos que la
aproximacién de Billen et al. (1990) puede ser aplicada a nuestro estudio. Asi,
encontramos una proporcionalidad entre la PB y los sustratos de control (EOC), lo que
validaria la asuncion implicita en el modelo de Billen et al. (1990); aunque nuestra escala
de estudio es reducida, el principal recurso controlador de la actividad bacteriana, la
exudacion de C fotosintético (EOC), tiene un origen homogéneo (autéctono); por ultimo,
la regeneracion de recursos por depredacion sensu Pace y Cole (1994 b) no invalida la
deduccion de un control por depredacion a partir del modelo de Billen et al. (1990). En
cualquier caso, el control de las bacterias por depredacion en La Caldera parece ser
suficiente como para verse reflejado en la aproximacion de Billen et al. (1990).

Nuestros resultados implican un alejamiento de las tendencias establecidas entre
oligotrofia vs. eutrofia que proponen que las bacterias estarian proporcionalmente
controladas por depredacion en los sistemas eutroficos (principalmente por flagelados,
pero ver Gasol y Vaqué 1993, Pace y Cole 1994 b) y por los recursos en los oligotroficos
(Sanders et al. 1992, Cotner y Biddanda 2002). En La Caldera, dado el escaso desarrollo
del bucle microbiano (Capitulo III), el control por depredacion de la biomasa bacteriana
podria ser llevado a cabo por las propias algas (como ademas sugiere las relaciones
negativas entre ambas comunidades, ver Capitulo III) si estan dotadas de un potencial
metabolismo mixotréfico (ver Capitulos III y VIII). De hecho, si consideramos una escala
diaria, se observa que el incremento relativo de PB ocurrido a partir de las 15:00 h no se
reflejo en un incremento significativo de los valores de biomasa bacteriana. Variaciones
de la BB asociadas a un control por depredacion segin una escala diaria se han
documentado en estudios previos (ej. Psenner y Sommaruga 1992). Por tanto es sugerente
especular con la posibilidad de una alta tasa de bacterivoria por parte de algas mixotrofas
durante las horas de maxima irradiacion solar, lo que les permitiria acceder a una fuente
alternativa de C y nutrientes minerales en una fase critica del dia (ver Capitulo VIII).

Es interesante destacar que, extendiendo el modelo de Billen et al. (1990) a la
comunidad fitoplanctonica tampoco se obtenga una relacion significativa entre la PP y
biomasa algal, particularmente en 1996, cuando los herbivoros fueron muy escasos
(Capitulo III). Esto implica que la biomasa algal no esta regulada por el metabolismo
autotrofico (medido como PP) y apunta a que la biomasa algal puede estar sustentada por
otros recursos organicos: las bacterias. De todo lo anteriormente sefialado se deduce la
necesidad de probar experimentalmente la existencia de esta capacidad bacterivora y la
posible influencia de la luz en este proceso, lo que se tratara en el Capitulo VIII.



CAPITULO V

Efectos del espectro de radiacion solar

Lo que hace mover la vida es... una pequefia
corriente eléctrica, mantenida por la luz solar.

Albert Szent-Gyorgyi (1893-1986)
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INTRODUCCION

El espectro de radiacion solar, que comprende tanto la radiacion ultravioleta (UVR)
como la radiacion visible o fotosintéticamente activa (PAR), es responsable de diversos
procesos fotoquimicos y fotobioldgicos que afectan a los ciclos biogeoquimicos globales
(Zepp et al. 1995). La degradacion de la capa de ozono estratosférico, una de las
principales causas del cambio climatico global, ha causado un incremento del flujo de
radiacion ultravioleta B (UVB) sobre la superficie de la Tierra (Blumthaler y Ambach
1990, Crutzen 1992) y los ecosistemas acuaticos (Karentz et al. 1994, Weiler y Penhale
1994, Hiader 1997). Puesto que la comunidad planctonica funciona a través de una red de
intercambio de energia y nutrientes, mediada por un diverso conjunto de productores y
consumidores que, en ultima instancia, dependen de la energia aportada por el sol,
cualquier alteracion en la composicion espectral de la radiacion solar puede modificar la
estructura (Vinebrooke y Leavitt 1996, 1999) y el funcionamiento de la red trofica
pelagica. Para comprender el ciclo del C en los ecosistemas acuaticos es necesario
evaluar los efectos que ejercen las diferentes regiones espectrales de la radiacion solar
sobre la produccion primaria, excrecion de C organico por el fitoplancton, asimilacion de
este C por las bacterias, y el flujo de C desde el bucle microbiano hasta los niveles
troficos superiores. Este conocimiento implicaria un progreso en nuestra comprension del
ciclo global de C y su impacto en el calentamiento climatico.

En los tltimos afios se ha prestado una considerable atencion al efecto que UVR
ejerce sobre los productores primarios en los ecosistemas acuaticos. De este modo, esta
documentado que la radiacion UVB (280-320 nm) inhibe la produccion primaria
probablemente debido a:

o dafios directos inducidos en el ADN (dimeros de pirimidina, 6-4 fotoproductos) de
especies pico- y fitoplanctonicas (Karentz et al. 1991, Buma et al. 1995, Buma et
al. 1997, Boelen et al. 2000, 2001, Helbling et al. 2001).

o inhibicion de la incorporacién de C inorganico (Vincent y Roy 1993, Cullen y
Neale 1994, y sus referencias).

o inhibicion la actividad del fotosistema II (Friso et al. 1994, Schofield et al. 1995) y
de la RuBisCo (Neale et al. 1993, Wilson et al. 1995).

. inhibicién de la incorporacién de nutrientes minerales: NH,  y NO;™ (Dohler 1988,
1992, 1994, 1997, 1998, Behrenfeld et al. 1995), y P (Hessen et al. 1995, 1997).
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Otros autores han mostrado que es la radiacion UVA la causa principal de la
inhibicién de la producciéon primaria (Biithlman et al. 1987, Smith et al. 1992, Kim y
Watanabe 1993, Helbling et al. 2001, Callieri et al. 2001) y por tanto, independiente de la
concentracion de ozono estratosférico (Arrigo 1994). No obstante, la radiacion UVA
puede también ejercer un efecto directo positivo al activar mecanismos de fotoreparacion
dependientes de fotoliasas (Kim y Sancar 1993, Friedberg et al. 1995), contrarrestando asi
el efecto inhibidor directo de UVB (Quesada et al. 1995, Quesada y Vincent 1997).

En relacion con cambios estructurales y poblacionales de las comunidades
fitoplanctonicas, algunos estudios han mostrado que la exposicion a la radiacion UVB
puede provocar cambios en la composicion quimica celular (Goes et al. 1996, Skerratt et
al. 1998, Smith et al. 1998), en su contenido pigmentario (Figueroa et al. 1997 a,
Altamirano et al. 2000), en su movilidad (Nielsen et al. 1995) o en la capacidad de
germinacion de sus propagulos (Wiencke et al. 2000), favoreciendo a las especies mas
tolerantes a dicha radiacion y propiciando variaciones en la composicion taxondomica
(Davidson et al. 1996, Laurion et al. 1998, pero ver Halac et al. 1997). Més aun, la menor
vulnerabilidad de las células fitoplanctonicas grandes, relacionada con su mayor
concentracion de pigmentos fotoprotectores (Karentz et al. 1991, Garcia-Pichel 1994,
Quesada et al. 1999, Sommaruga y Garcia-Pichel 1999, pero ver Laurion y Vincent
1998), puede determinar un incremento de la biomasa de los productores primarios tras
exposiciones prolongadas a la radiacion UVB, aunque también las fuerzas hidrodindmicas
afectan a la estructura de tamafos del fitoplancton (Rodriguez et al. 1998, 2001). Estos
cambios en la composicion y biomasa de los organismos en la base de la red trofica
podrian alterar la dinamica y estructura de la red tréfica en ecosistemas acuaticos (Héader
y Worrest 1991, 1997).

En contraste con nuestro conocimiento de los efectos de UVR sobre los
productores primarios, no disponemos de informacion acerca del impacto del espectro de
radiacion solar sobre la liberacion de C organico por las algas en condiciones naturales.
No obstante, esta documentado que el fitoplancton libera una alta proporcion del C fijado
fotosintéticamente en condiciones de alto estrés de radiacion, tales como las capas
superiores de lagos oligotroficos, particularmente durante la época estival (Berman y
Holm-Hansen 1974, Wood y Van Valen 1990, Maurin et al. 1997), debido a un desacople
entre fotosintesis y crecimiento algal (Berman-Frank y Dubinsky 1999). Sin embargo,
Pausz y Herndl (1999) no encontraron un incremento significativo en el porcentaje de
exudacion de C fotosintético de diatomeas cultivadas en condiciones de laboratorio
cuando eran expuestas a UVR.
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Recientes estudios han puesto de manifiesto que la radiacion UVB inhibe las tasas
de produccion bacteriana (Herndl et al. 1993, Miiller-Niklas et al. 1995, Aas et al. 1996),
a través de la formacion de dimeros de ciclobutil pirimidina en bacterioplancton (Jeffrey
et al. 1996 a, b, Visser et al. 1999), asi como del fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona
(Rosenstein y Mitchell 1987, Mitchell y Nairn 1989), que a su vez es susceptible de sufrir
una ulterior conversioén dependiente de UVB a su fotoisomero de valencia, la pirimidona
Deward (Taylor et al. 1990). Asimismo, se ha documentado un efecto inhibidor, incluso
mas acentuado, de la radiacion UV A sobre la actividad bacteriana (Sieracki y Sieburth
1986, Helbling et al. 1995, Aas et al. 1996, Sommaruga et al. 1997, Visser et al. 1999).

Como consecuencia de este impacto negativo de UVR sobre la actividad
bacteriana, se puede establecer un probable escenario consistente en una disminucién del
consumo bacteriano del carbono organico liberado por las algas, restringiéndose de este
modo la disponibilidad de C para los niveles troficos superiores a través del bucle
microbiano. Estos procesos pueden conducir a una acumulacion de materia organica
disuelta (DOM) fotoalterada (Benner y Biddanda 1998, Obernosterer et al. 1999,
Obernosterer et al. 2001), o su liberacion a la atmoésfera como CO, tras su fotolisis
(Karentz et al. 1994).

No obstante, el ADN dafiado por la radiacion UVB puede ser fotoreparado por
UVA y PAR a través de enzimas fotoliasas (Kim y Sancar 1993, Friedberg et al. 1995),
contribuyendo algunas de estas enzimas a la eliminacion de los (6-4) fotoproductos (Todo
et al. 1993). E1 ADN también puede ser reparado por otros mecanismos independientes de
la luz, tales como la excision de nucledtidos o la reparacidon post-replicativa (Sancar y
Sancar 1988, Friedberg et al. 1995, Miller 2000, Booth et al. 2001), que requieren la
formacion de nuevos oligonucledtidos, la accion simultanea de varios enzimas, y el
consumo de ATP (Miller y Kojohn 1990). Esto hace, en esencia, que la fotoreparacion
sea un mecanismo menos costoso energéticamente que la reparacion “oscura”.

Por otro lado, UVR puede estimular de forma indirecta el crecimiento bacteriano a
través de la foto-oxidacion de la materia organica disuelta (DOM) hasta compuestos de
peso molecular mas bajo, mas asimilables por las bacterias (Lindell et al. 1995, Wetzel et
al. 1995, Kaiser y Herndl 1997, Moran y Zepp 1997, Chrost y Faust 1999), dependiendo
del origen y calidad de DOM (Herndl 1997, Benner y Biddanda 1998, Tranvik y Kokalj
1998, Obernosterer y Herndl 2000, Obernosterer et al. 1999, 2001). Este efecto
estimulador indirecto de UVR también puede estar relacionado con un incremento en la
disponibilidad de nutrientes inorganicos tras la fotodegradacion de DOM (Wéngberg et
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al. 1999). Sin embargo, un efecto indirecto negativo causado por la interaccion de UVR y
DOM es la formacién de peroxidos de hidrogeno y radicales de oxigeno (Mopper y Zhou
1990, Scully et al. 1995, 1996, Abele-Oeschger et al. 1997), que dafian biomoléculas
clave de los organismos (Karentz et al. 1994) e inhiben la produccion bacteriana
(Xenopoulos y Bird 1997). Aunque las tasas de formacion de estos radicales son bajas en
lagos con escaso contenido en DOM, la alta penetracion de UVR ejerce un efecto
compensatorio que puede conducir a un alto contenido de estos compuestos (Scully et al.
1995, 1996).

La controversia existente acerca del impacto del espectro de radiacion solar sobre
algas y bacterias, y la ausencia de informacion acerca de su efecto sobre la interaccion
alga-bacteria, no permite realizar predicciones fiables. En este sentido, seria importante
plantear algunas cuestiones:

o (En qué medida la magnitud de la accion negativa de las radiaciones UVB y UVA
sobre los organismos es contrarrestada por los efectos beneficiosos de las
radiaciones UVA y PAR (Smith et al. 1992, Quesada et al. 1995, Quesada y
Vincent 1997).

o (Pueden los resultados experimentales pueden ser extrapolados a las condiciones
naturales?

En el Capitulo anterior se mostré que la relacion directa entre la produccion
primaria y la produccion bacteriana mediada por la excrecion de C fotosintético (EOC) no
se verifico en las capas superiores del lago. Discutiamos que esta falta de relacién podria
estribar en la inhibicion del crecimiento bacteriano por una alta intensidad de radiacion
ultravioleta en las capas superiores.

Nosotros hipotetizamos que el estrés debido a UVR inhibe la produccion primaria
fitoplanctonica e incrementa la liberacion de productos extracelulares fotosintéticos en
ecosistemas oligotroficos de aguas claras. Como consecuencia, la produccion bacteriana
deberia aumentar a corto plazo, estableciéndose una relacién acoplada entre ambas
comunidades. Este escenario seria posible solamente si los efectos perjudiciales de UVB
y UVA sobre las bacterias son contrarrestados por los efectos beneficiosos de UVA y
PAR (Kim y Sancar 1993, Kaiser y Herndl 1997, Davidson y van der Heijden 2000),
permitiendo el estimulo de la produccion bacteriana como respuesta a una mayor
disponibilidad de C organico.
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Evaluamos esta hipotesis mediante la cuantificacion experimental in situ de los
efectos de la composicion espectral de la radiacion solar sobre la produccioén primaria,
liberacion de C organico por las algas, producciéon bacteriana y su interaccion
comensalista.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Los experimentos se realizaron durante dias despejados de mediados (Agosto) y
finales (Octubre) del periodo libre de hielo de 1997, dos fases criticas de la sucesion
estacional de la comunidad pelagica en La Caldera (Carrillo et al. 1996a, Medina-
Sanchez et al. 1999, Villar-Argaiz et al. 2001). Para cada experimento se construy6 una
muestra compuesta de agua del lago al mezclar en un contenedor volimenes iguales de
muestras tomadas con una botella Van Dorn horizontal de 6 1 en tres profundidades
homogéneamente espaciadas dentro de la capa afectada por >1 % de la radiacion UVB
(0-5 m). Las muestras se filtraron a través de una malla de Nytal de 40 um de diametro de
poro para eliminar el zooplancton.

Cada tratamiento de luz consistié en un conjunto de botellas experimentales (3
claras y 1 oscura) de cuarzo de 70 ml de capacidad nominal para produccion primaria, y 8
(6 + 2 blancos) de 25 ml de capacidad nominal para produccion bacteriana, situadas
horizontalmente sobre una plataforma, y cubiertas por los adecuados filtros segin el
tratamiento: (i) luz completa, con sélo las botellas experimentales de cuarzo; (ii)
exclusion de UVB, cubriendo las botellas experimentales con ldminas de Mylar®-D
(Dupont de Nemours); (iii) exclusion de UVB y UVA, cubriendo las botellas
experimentales con Plexiglass® UF3; (iv) oscuridad, cubriendo las botellas
experimentales con un material opaco. Las propiedades opticas del material de cuarzo de
las botellas experimentales, asi como de los filtros usados en los tratamientos de luz se
comprobaron previamente con un espectrofotometro de doble haz UV-visible (Perkin-
Elmer Lambda 40), y los filtros se cambiaron para cada experimento.

Inmediatamente antes de la incubacion, las botellas experimentales
correspondientes a cada tratamiento de luz se llenaron a partir de la muestra compuesta
(arriba descrita), se les afiadio el respectivo radiotrazador (H'*CO; para PP, y [’H]metil
timidina (TdR) a 10.9 nM c.f. para PB, y seguidamente se incubaron in situ a 0.5y 5 m,
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Disefio experimental
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profundidades que correspondieron al 64% y 1.1 % de la intensidad de radiacion UVB;s
incidente, respectivamente. Los tiempos de incubacion abarcaron 4 h para la produccion
primaria y 1 h para la bacteriana, ambos tiempos simétricamente distribuidos alrededor
del mediodia solar. Dado que las muestras fueron tomadas al mediodia, los organismos ya
habian estado sometidos a la radiacion solar durante al menos 5 horas. Transcurridos los
tiempos de incubacion, el procedimiento analitico seguido fue el que se describe en el
Capitulo II.

Medidas de radiacion solar

La radiacion ultravioleta incidente (en el medio aéreo) se midié con un dosimetro
Eldonet en una estacion proxima situada a 2850 m de altitud (datos cedidos por Dr. F. L.
Figueroa). Asimismo, se obtuvieron perfiles de irradiancia-profundidad a 305, 320, 340 y
380 nm (la amplitud de banda a la mitad del maximo es 8-10 nm), y PAR (400-700 nm)
con un radidometro sumergible Biospherical PUV-500B en Septiembre de 1998, en dias
soleados y dentro de un intervalo maximo de 3 h alrededor del mediodia solar, realizados
en colaboracion con Dr. R. Sommaruga. Los coeficientes de atenuacion difusa de
irradiancia (K, ;) se determinaron a partir de la pendiente de regresion lineal del logaritmo
natural de la irradiancia, £, (z), vs. profundidad (z). Se utiliz6 un gran tamafio de muestra
(pares de valores de E,;,(z) y z, n > 350) y se obtuvo un buen ajuste (+>>0.98) para todas
las regresiones.

Paralelamente a los experimentos se obtuvieron perfiles de irradiancia-profundidad
de PAR (400-700 nm) mediante un contador esférico de fotones (LiCor LI 193SA).
Debido a la falta de medidas directas de la radiacion UV en 1997, y a la estabilidad de la
concentracién de DOC en La Caldera durante el periodo 1997-1998 (~ 0.5 mg 1", Reche
y Sommaruga, comunicacion personal) se estimo el porcentaje de la irradiancia incidente
de UV que alcanzaba las profundidades experimentales siguiendo una modificacién del
modelo de Morris et al. (1995) para concentraciones de DOC inferiores a 1 mg I"'. Este
modelo fue el que mejor se ajustd al perfil de irradiancia de UV medida, de entre cuatro
modelos empiricos (Tabla 5-1) que relacionan la radiacion UV con la concentracion de
DOC, como principal factor que explica la atenuaciéon de la radiacion UV en lagos. El
ajuste se cuantific6 mediante un test de paralelismo y ANCOVA entre el perfil de
irradiancia-profundidad medido y el derivado del modelo para cada longitud de onda de
UVR, con la profundidad como covariable.
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Analisis estadisticos

Como consecuencia de los efectos opuestos que las diferentes regiones del espectro
de radiacién solar pueden ejercer sobre los organismos, hemos considerado en el andlisis
de los datos dichas regiones individualmente (UVB, UVA, PAR) o agrupadas (UVR,
UVA+PAR, UVB+UVA+PAR) como factores que potencialmente afectan a las distintas
variables respuesta: PP, EOC, %EOC, %PEA, %CUEb y PB. El efecto que una
determinada region del espectro de radiacion solar ejercid sobre cada variable respuesta

Tabla 5-1. Ajuste de diversos modelos empiricos que relacionan el coeficiente de
atenuacion (Kg,) del espectro de radiacion UV con la concentracion de DOC, al
perfil de irradiancia-profundidad medido en el sistema para cada longitud de onda
(\) segun test de paralelismo y ANCOVA.

Test ANCOVA

paralelismo

Modelo Ecuaciones p p Ref.

1 K,UVB=0.415[DOC]"*¢ <0.0050 <0.0205 (1)
K4UVA=0.299[DOC]"* <0.0005 <0.0105

2 Kd305:z.76[DOC]:fz <0.0060 <0.0260  (2)
=2.09[DOC]" <0.0040 <0.0260
Eziz=l.64%DOC}m <0.0090 <0.0310
K350=0.83[DOC]"® >0.6950 >0.3010

3 Kg=exp(-0.01347A+5.36[DOC]""7)  <0.0001 <0.0060  (3)

4 Kgos=7.62[DOCT*” >02040  >0.3440  (4)
K 320=5.62[DOCT*™ >0.1715 >0.3260
Kg34=4.52[DOCT**¢ >0.2735 >0.4715
K 4330=2.68[DOCT*"’ >0.8400 >0.6490

(1) Scully y Lean (1994)

(2) Morris et al. (1995); Modelo para A inica

(3) Morris et al. (1995); Modelo para A multiple

(4) Carrillo et al. (2002); Modelo a partir de (2) para [DOC]< 1 mg I''

(Factor luz, Tabla 5-2) fue analizado mediante ANOVA de 1 via comparando los dos
tratamientos de luz que se diferenciaron exclusivamente en esta region espectral
(Tratamientos de luz vs. Tratamientos control, Tabla 5-2).

Para comprobar que se verificaban las asunciones requeridas por el ANOVA, se
examind la normalidad de la distribucion de los datos (mediante el test W de Shapiro-
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Wilks), la homocedasticidad (mediante los tests de Cochran y Levene), y la correlacion
entre las medias y las desviaciones estandar. Los datos se transformaron
logaritmicamente cuando estas condiciones no se cumplian. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el software Statistica® 5.1 para Windows® (StatSoft 1997).

Tabla 5-2. Esquema de los Tratamientos de luz y Tratamientos control que son
comparados mediante ANOVA para determinar el efecto de una determinada region
espectral de la radiacion solar (Factor luz) sobre las variables respuesta (ver texto). Para
cada tratamiento, se indica el material utilizado y la composicion espectral de la radiacion
solar que penetra e incide en la muestra.

Factor luz Tratamientos de luz Tratamientos control
Material Comp. espectral Material Comp. espectral

UVB Cuarzo UVB+UVA+PAR  Mylar®-D UVA+PAR
UVA Mylar®-D UVA+PAR Plexiglass® UF3 PAR

PAR Plexiglass® UF3 PAR Oscuro -

UVR Cuarzo UVB+UVA+PAR  Plexiglass® UF3 PAR
UVA+PAR Mylar®-D UVA+PAR Oscuro -

Luz solar Cuarzo UVB+UVA+PAR Oscuro -

RESULTADOS

Medidas de radiacion solar

La variacion mensual de la dosis promedio diaria incidente (en el medio aéreo) de
UVB, UVA y PAR (Figura 5-1) reflejo estrechamente la variacion estacional del angulo
solar. Los perfiles verticales obtenidos en La Caldera para la radiacion UV a 305, 320,
340, y 380 nm en 1998 (Figura 5-2) muestran la alta penetracion de UVR en este
ecosistema de aguas claras. De acuerdo con los perfiles de irradiancia-profundidad de
PAR Yy las ecuaciones de la Tabla 5-1 para el modelo modificado de Morris et al. (1995),
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las profundidades experimentales recibieron los porcentajes de intensidad de radiacion
incidente correspondientes a PAR y a las longitudes de onda de UVR que se detallan en
la Tabla 5-3. Alrededor del 10 % (en promedio) de la intensidad de PAR alcanz6 la
profundidad de 11 m durante 1997, y el lago fue ligeramente mas transparente a PAR a
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Figura 5-1. Dosis diaria de PAR, UVA y UVB
registrada desde Octubre de 1997 hasta Marzo de 1999
con un dosimetro Eldonet por Dr. F. L. Figueroa en una
estacion cercana a La Caldera a 2850 m de altitud.
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Figura 5-2. Grafico semi-logaritmico de la irradiancia a
305, 320, 340 y 380 nm vs. profundidad en La Caldera,
medida el 26/09/98 con un radidmetro multicanal
sumergible PUV-500B por Dr. R. Sommaruga. Se
muestran los coeficientes de atenuacion difusa (Kd).
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finales del periodo libre de hielo (Octubre, Ky medio = 0.18 m™) que a mediados de
verano (Agosto, Kq medio =0.19 m™) en 1997.

Tabla 5-3. Porcentajes de intensidad de radiacion incidente de UVBsgs,
UVBsiy, UVAszy, UVAjg, vy PAR que alcanzan las profundidades
experimentales en la columna de agua de La Caldera.

% Irradiancia incidente

Profundidad (m) UVB305 UVB320 UVA340 UVA}gO PAR
0.5 63.6 68.4 74.7 84.2 92.0
5 1.1 2.2 54 18.0 40.6

Efectos del espectro de radiacion solar sobre la produccion primaria y la liberacion
de C organico por las algas

3.0 —— Agosto o La ’tasa de incorporacion de
25 Bl 5m C inorganico por el fitoplancton
20t fue inhibida significativamente por

o~ sl UVR en ambas profundidades. En

_f Lol conjunto, UVR inhibi6 a la

o produccién primaria (PP) en un 81-

i:’f 057 83% en las capas superiores y en un

‘g 00 VBAUVAIPAR  UVAPAR PAR 33-44% en las capas intermedias

E 10 (Tabla 5-4). Los valores de PP a 0.5

= Octubre m disminuyeron desde 2.36 £ 0.02

:§ 081 ng C I h' en el tratamiento PAR

.§ 0.6} hasta 0.45 + 0.03 ug C 1" h™' en el

& oal tratamiento de luz solar completa en

Agosto, y desde 0.68 + 0.04 hasta
0z} 0.12 + 0.01 ug C 1" h'" para los
00 mismos tratamientos respectivos, en

UVBFUVA*PAR  UVA+PAR PAR Octubre (Figura 5-3). El efecto
Tratamientos de luz inhibidor de UVR sobre PPN se
Figura 5-3. Produccion primaria medida in debio principalmente a la radiacion

situ en distintas condiciones de luz. Las
barras de error indican medias + DE.

UVA en ambas profundidades, y se
encontr6 un efecto inhibidor
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significativo de la radiacion UVB sobre PP solamente en Agosto a 0.5 m (Figura 5-3,
Tabla 5-4).

Las tasas de excrecion de C organico por las algas (EOC) variaron desde 0.024 +
0.003 hasta 0.184 + 0.024 pg C I h™' (Figura 5-4). La radiacion ultravioleta (UVR)
produjo un incremento de los valores de EOC tanto en las capas superiores como en las
intermedias. Este efecto fue debido principalmente a UVA, aunque UVB también ejercio
un efecto muy significativo en las capas superiores durante Agosto (Tabla 5-4, Figura 5-
4). Los valores de EOC fueron significativamente mayores en las capas intermedias que
en las superiores, independientemente del tratamiento de luz y fecha experimental (£ 1o,
p=0.011).

Agosto Octubre
0.25 025
= 0.20 020} B 5m
o 0.15 0.15
o0
Z0.10 0.10
S
0.05 0.05
- T}-
0.00 0.00
UVB+UVA+PAR UVA+PAR UVB+UVA+PAR UVA+PAR
30 60
25 50
8 20 40
2 15 30
S 10 20
0 r—l 0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR UVB+UVA+PAR UVA+PAR

Tratamientos de luz

Figura 5-4. Excrecion de carbono organico (EOC) y %EOC con respecto al carbono
organico producido, medidos en los tratamientos experimentales de luz en las capas
superiores e intermedias del lago. Las barras de error indican medias + DE.

Con objeto de comparar los efectos de la composicion espectral de la radiacion
solar sobre la liberacion de C organico entre experimentos, los valores de excrecion de C
orgénico (EOC) se normalizaron con respecto a los correspondientes valores de C
organico producido (PP). De este modo, %EOC comprendioé desde 1.3 hasta 48%, con
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valores experimentales generalmente mayores a finales del periodo libre de hielo
(Octubre) que a mediados de verano (Agosto), y siendo maximos en las capas superiores
bajo exposicion a UVR (Figura 5-4).

La radiacion UVR increment6 el porcentaje de excrecion de carbono fotosintético
(%EOC) en ambas profundidades y periodos estudiados. Este efecto se debio
principalmente a UVA, aunque UVB también contribuyé6 a mediados de verano,
particularmente en las capas superiores (Tabla 5-4, Figura 5-4).

Efectos del espectro de radiacion solar sobre la incorporacion de TdR por las
bacterias

Mientras que en las capas intermedias ninguna region espectral de la radiacion
solar ejerci6 efectos significativos sobre las tasas de incorporacion bacteriana de TdR, se
encontrd un claro patréon en las capas superiores (Figura 5-5): las tasas de incorporacion
de TdR fueron 3-4 veces mayores en los tratamientos UVA+PAR y PAR que en los
oscuros, y fueron significativamente inhibidas por UVB. Este efecto inhibidor fue mas
pronunciado a finales del periodo libre de hielo (82%), que a mediados de verano (39%).
La luz solar completa estimul6 (2 veces) las tasas de incorporacion de TdR a mediados de
verano pero las inhibi6 (37%) a finales del periodo libre de hielo (Tabla 5-5).

Efectos del espectro de radiacion solar sobre el uso bacteriano del C organico
suministrado por las algas

La asimilaciéon bacteriana del C fotosintético liberado por las algas (POC,, Tabla 5-
6) no mostré un patrén claro. Sin embargo, cuando se normalizé con respecto a los
sustratos potencialmente disponibles, el porcentaje de exudados fotosintéticos asimilados
por las bacterias (%PEA) presentd un patron de variacion similar al de las tasas de
incorporacion de TdR en las capas superiores, con los valores mas altos en los
tratamientos UVA+PAR y PAR (Tabla 5-6, Figura 5-6).

En las capas intermedias, el %PEA fue significativamente mayor en los
tratamientos PAR (F)4, p<0.001 en cada periodo) pero no mostrd diferencias
significativas entre los tratamientos UVB+UVA+PAR y UVA+PAR (Tablas 5-4 y 5-6).
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En conjunto, los valores de %PEA fueron mayores a mediados de verano que a finales del
periodo libre de hielo (Tabla 5-6).

Los valores de eficiencia de uso del C fotosintético por las bacterias (%CUEDb)
fueron significativamente mayores a mediados de verano que a finales del periodo libre
de hielo para cada tratamiento de luz en las capas superiores (F;4, p<0.005, Tabla 5-6).
Ademas, los valores de %CUEb fueron significativamente mayores en las capas
superiores que en las intermedias en cada tratamiento de luz ()4, p<0.01, Tabla 5-6).
Aunque no se observaron diferencias significativas entre tratamientos de luz en las capas
intermedias, en las superiores %CUEb mostré un patrén de variacion similar al de las
tasas de incorporacion de TdR y de %PEA (Tabla 5-6, Figura 5-6).

Bl 05m
1 — T Agosto
0.8
0.6
0.4

0.2

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro

12 Octubre

0.8

0.6

Incorporacién de TdR (pmol I'' h™)

0.4

0.2

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro

Tratamientos de luz

Figura 5-5. Tasas de incorporacion bacteriana
de TdR medidas en los tratamientos
experimentales de luz en las capas superiores e
intermedias del lago. Las barras de error
indican medias + DE.
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DISCUSION

Hasta donde nosotros conocemos, esta investigacion constituye la primera
evaluacion in situ del papel de la composicion espectral de la radiacion solar en la
interaccion alga-bacteria. La elucidacion de esta interaccion es crucial para la
comprension del flujo de C desde el bucle microbiano hasta niveles troéficos superiores,

Tabla 5-4. Efectos de distintas regiones espectrales de la radiacion solar en cada
profundidad expresados como variacion porcentual [A(%)] de las variables respuesta
(ver texto) con respecto a cada control, en Agosto y Octubre de 1997. Niveles de
significacion: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.

Agosto 1997
PP EOC %EOC %PEA %CUEDb
Efecto Prof(m) A(%) p A%) p A%) p A% p A%) p

UVB 0.5 =55 sk 224 620 e -69 sk =81 sk
5 -7 n.s. 23 n.s. 31 = -7 n.s. 22 n.s.
UVA 0.5 =57 sk -25 n.s. 73 % 19 s 20 =
5 -40 s 155 s 324 e =54 sk -60 n.s.
UVR 0.5 =81 sk 142 s 1149 e -63 sk SN T
5 44 212 sk 456 sk =57 ek -52 n.s.

Octubre 1997
PP EOC %EOC %PEA %CUEb
Efecto Prof.(m) A(%) p A%) p A%) p A%) p A%) p

UVB 0.5 -28 n.s. -25 n.s. 4 n.s. -65 kck 7T sk
5 -10 n.s. -16 n.s. -7 n.s. -9 ns. 40 n.s.
UVA 0.5 =76 sk 69 619 e -7 n.s. -21 n.s.
5 26 % 74 s 138 s -67 sk -64 n.s.
UVR 0.5 -83 sk 26 s 651 e -67 sk -82 sk
5 =33 s 47  x 121 sese =70 sk -49 n.s.

en particular en los lagos oligotroficos de alta montafia, donde la mayor parte del C
organico disuelto (DOC) es de origen autdctono (Laurion et al. 2000, Reche et al. 2001).
En este tipo de lagos, con bajos valores de DOC y clorofila, el porcentaje de penetracion
de la radiacion UV en la columna de agua es muy alto (Scully y Lean 1994, Morris et al.
1995, Williamson et al. 1996, Sommaruga y Psenner 1997, Laurion et al. 2000). Asi, en
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La Caldera, mas del 1% de la intensidad de radiacion UVB superficial alcanz6 los 5 m de
profundidad.

Efectos del espectro de radiacion solar sobre la produccion primaria y la liberacion
de C organico por las algas

De acuerdo con nuestra hipoétesis, los resultados ponen de manifiesto que UVR
inhibi6 en gran medida la produccion primaria fitoplanctonica. En conjunto, el efecto de
UVA fue mas acusado que el de UVB, aunque tanto UVB como UVA e¢jercieron un
efecto negativo similar a mediados de verano en las capas superiores del lago. Diversos
estudios han documentado que UVA constituye una causa principal de inhibicion de las
tasas fotosintéticas en fitoplancton y picoplancton autétrofo (Biihlman et al. 1987, Cullen
et al. 1992, Helbling et al. 1992, Smith et al. 1992, Kim y Watanabe 1993, Holm-Hansen
et al. 1993, Bertoni y Callieri 1999, Helbling et al. 2001, Callieri et al. 2001). Estos
resultados estan relacionados con el hecho de que, aunque la radiacion UVA contiene
menos energia por foton que la radiacion UVB, en el espectro de radiacion solar existe
una mayor fraccion de UVA que de UVB, por lo que su efecto puede ser mayor, con
independencia de la concentracion de ozono estratosférico (Cullen et al. 1992, Arrigo
1994). Ademas, se considera que gran parte de la inhibicion ejercida por UVR sobre la
fotosintesis en fitoplancton es el resultado de cambios estructurales de los pigmentos
fotosintéticos (Young et al. 1993), y es conocido que la radiacion UVA puede dafiar de
forma indirecta al ADN mediante la formacion de radicales de oxigeno que pueden
formar muescas en las cadenas de ADN y enlaces cruzados entre proteinas y ADN (Peak
y Peak 1989).

Los valores de produccion y productividad primarias fueron consistentemente mas
bajos en Octubre que en Agosto, lo que probablemente estuvo relacionado con la menor
temperatura registrada a finales del periodo libre de hielo (ver Tabla 3-1), dado el efecto
fisiologico de este factor sobre la fotosintesis (Davison 1991, Markager et al. 1999). Sin
embargo, la inhibicion de la produccion primaria por UVR fue de intensidad similar en
ambos periodos estudiados (Tabla 5-4), lo que contrasta con los resultados obtenidos en
otros estudios, referentes a una intensificacion del efecto inhibidor de UVR sobre la
actividad fotosintética cuando la temperatura es baja (Gomez et al. 2001, Neale et al.
2001).
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Aunque la excrecion de C organico (EOC) estuvo directamente relacionada con la
produccion primaria (PP) segin una escala estacional y vertical (Capitulo IV), consistente
con los encuentros de otros autores (Lignell 1990a, Maurin et al. 1997), nuestros
resultados experimentales mostraron valores significativamente mayores de EOC dentro
de cada capa discreta cuando las algas estuvieron expuestas a UVR. En conjunto, UVA
fue la region del espectro responsable de este incremento de EOC. No obstante, UVB
también causé un incremento significativo de EOC en las capas superiores del lago a
mediados de verano, coincidiendo con el efecto inhibidor de UVB sobre la produccion
primaria. Este resultado pudo deberse a la mayor dosis incidente de UVB a mediados de
verano que a finales del periodo libre de hielo (Figura 5-1). Cuando los datos de EOC se
normalizaron con respecto a la produccion de C organico total para comparar entre
experimentos con diferente composicion fitoplancténica, se obtuvo un patréon similar y
mas pronunciado de %EOC (Figura 5-4). Este resultado, junto con el hecho de que los
valores de %EOC medidos estacionalmente en la columna de agua fueran mayores en las
capas superiores del lago que en las profundas en 1996 y 1997 (Capitulo 1V), apoya la
consideracion de %EOC como un indicador de estrés fisiologico que puede reflejar el
grado de desacople entre fotosintesis y crecimiento determinado por el estrés de radiacion
UV en sistemas deficientes en nutrientes (Berman-Frank y Dubinsky 1999).

Efectos del espectro de radiacion solar sobre la incorporaciéon de TdR por las
bacterias

La produccion bacteriana normalmente es estimada mediante la cuantificacion de
las tasas de incorporacion de precursores moleculares, tales como TdR (Fuhrman y Azam
1982). Diversos estudios han mostrado que la mayor parte de la TdR incorporada por las
bacterias se localiza en su ADN (Fuhrman y Azam 1982, Jeffrey et al. 1990, Ducklow et
al. 1992, pero ver Robarts et al. 1986), y es por tanto usada para medir la sintesis de ADN
y de aqui el crecimiento celular (Moriarty 1990). Estos ensayos de incorporacion de TdR
se realizan en contenedores opacos, ya que la incubacion en oscuridad elimina los efectos
estimuladores de la produccion primaria sobre el crecimiento bacteriano (Aas et al. 1996).
Sin embargo, las incubaciones en oscuridad también eliminan los efectos negativos de la
radiacion solar sobre las bacterias y otros componentes del ecosistema (Aas et al. 1996).
Por ello, tal y como indican Sommaruga et al. (1997), la exposicion simultanea del
bacterioplancton y del precursor (ej. TdR) a la radiacion solar daria una estimacion mas
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realista de las tasas de incorporacion in sifu, ya que la irradiacion y los procesos de

consumo no estarian separados en el tiempo ni en el espacio.

Tabla 5-5. Efectos de distintas regiones
espectrales de la radiacion solar en cada
profundidad  expresados como  variacion

porcentual [A(%)] de las tasas de incorporacion
de TdR con respecto a cada control, en Agosto y
Octubre de 1997. Niveles de significacion:

Porque nuestro principal objetivo
era evaluar el efecto de la composicion
espectral de la radiacion solar sobre la
interaccion las

alga-bacteria en

condiciones mas proximas a las naturales,

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s.: no . ., .
significativo. en nuestra aproximacion experimental
nosotros expusimos simultaneamente las
Ago-97 Oct-97  bacterias (en agua completa, sin tratar) y
Luz Prof(m) A(%) p A(%) p su trazador (TdR) a la radiacion solar in
situ. De esta forma, la irradiacion solar, el
UvB 0.5 -39 -82 #%  proceso de incorporaciéon bacteriana de
5 48 n.s. 18 n.s. . . g
UVA 0.5 11 ns. 34 ns. TdR, la influencia del C fotosintético
5 0 n.s. 40 n.s. liberado por las algas, y otras
UVR 0.5 46 ek -78 % interacciones complejas entre procesos
5 48 ns. -29 ns. Iy . - 7
PAR 0.5 134 %4 181 4 abIOtIC(?S (ej. f(?tolls1s de DOM,‘ ’fo.rrnacmfl
5 31 ns. 20 ns de radicales libres, etc.) y bidticos (ej.
(UVA+PAR) 0.5 286 278 =x competencia por nutrientes minerales
S -31 ns. -27 ns.  limitantes) no estuvieron separados en el
Luz 0.5 133 s =37 w% . . .
tiempo durante las incubaciones.
5 2 ns. -14 n.s.

Esta aproximacion metodologica ya
habia sido realizada en el estudio de Aas et al. (1996), con incubaciones de entre 2 y 11.5
horas. Sin embargo, dado que la TdR puede ser fotoalterada por exposicion a la radiacion
solar (ver discusion en Sommaruga et al. 1997), en nuestro estudio incubamos por un
periodo de tiempo que no excedid de 1 h. Ademas, los resultados obtenidos en
experimentos paralelos realizados con muestras de agua del lago a las que se les habia
retirado las algas, mostraron que no hubo diferencias significativas entre las tasas de
incorporacion de TdR obtenidas bajo condiciones de luz solar y las obtenidas en
oscuridad cuando la composicion elemental bacteriana fue suficientemente rica en P para
crecer (Medina-Sanchez et al. 2002, ver Capitulo VII, Tabla 7-1, Figura 7-2). Por tanto,
segun estos resultados, en nuestras condiciones experimentales la fotoalteracion potencial
de TdR fue insignificante tras estos cortos periodos de incubacion (1 h).
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Los resultados obtenidos usando esta aproximacién metodoldgica muestran que

UVB inhibi6 la PB soélo en las capas superiores del lago, lo que es consistente con los
resultados de otros estudios y con la capacidad de UVB de dafiar directamente al ADN
(Sieracki y Sieburth 1986, Herndl et al. 1993, Miiller-Niklas et al. 1995, Aas et al. 1996,
Jeffrey et al. 1996 a, b, Visser et al. 1999). Aunque la intensidad de radiacion incidente de
UVB es mas baja en Octubre que en Agosto debido al mayor angulo solar (Figura 5-1),
100 encontramos que el efecto negativo

% E Zf;?fﬁgb Agosto de UVB sobre las tasas de

incorporacion de TdR fue mas

60 acusado en Octubre. Como discuten
40 Laurion et al. (2000), las variaciones
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Kga que no es explicada por la

concentracion de DOC (Morris et al.
1995, Williamson et al. 1996). Por tanto, la disminucion de la densidad de fitoplancton
(Medina-Sanchez et al. 1999, Capitulo III) en Octubre con respecto a la de Agosto pudo
conducir a la inhibicién mas pronunciada de la PB por UVB observada en Octubre.

El efecto estimulador significativo de UVA+PAR y PAR sobre las tasas de
incorporacion de TdR observadas en las capas superiores puede ser explicado como una



V El espectro de radiacion solar 117

respuesta bacteriana al incremento de liberacion de C organico por las algas, al menos
bajo la radiacion UVA. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Aas et al.
(1996) y Sommaruga et al. (1997) en algunos de sus experimentos en agua completa
(presencia de algas). Mas aun, Aas et al. (1996) encontraron que la retirada de la fraccion
particulada >0.8 pum condujo a la pérdida de los efectos estimuladores de PAR,
UVA-+PAR, y luz solar completa. Esto sugiere que las interacciones entre los productores
primarios y las bacterias pueden influenciar en el efecto de UVR sobre la actividad
bacteriana.

No obstante, otros procesos subyacentes en la respuesta bacteriana al C organico
pudieron también ser responsables de este patron. Asi, es conocido que el ADN danado
puede ser reparado tanto por enzimas fotoliasas (mecanismos de fotoreparacion) que son
activadas por longitudes de onda largas de UVA (370 a 400 nm) y longitudes de onda
cortas de PAR (400 a 450 nm) y que anulan los efectos dimerizantes de UVB (Kim y
Sancar 1993, Friedberg et al. 1995), como por mecanismos independientes de la luz
(Sancar y Sancar 1988, Friedberg et al. 1995, Booth et al. 2001). Estos procesos de
reparacién serian pertinentes en nuestras condiciones experimentales porque el
bacterioplancton ya habia sido expuesto de forma natural e ininterrumpida a la radiacion
solar completa durante unas 5 horas previamente a las incubaciones, asi que es altamente
probable que el ADN bacteriano estuviera ya parcialmente dafiado (Visser et al. 1999).
Tal y como indican Aas et al. (1996), la incorporacion de radioisétopos no permite
discriminar entre los que son incorporados por la sintesis semiconservativa de ADN, de
los que lo son por la sintesis reparadora de ADN, por lo que nuestros resultados no
pueden ser utilizados para cuantificar mecanismos de reparacion. Sin embargo, se acepta
que los mecanismos de reparacion “oscuros”, que son consumidores de timidina, son los
unicos que operan en oscuridad (Sancar y Sancar 1988). Por tanto, esperariamos que las
tasas de incorporacion de TdR debido a la reparacion “oscura” (consumidora de TdR)
serian como maximo similares en los tratamientos UVA+PAR y PAR que en los oscuros.
Por tanto, el incremento de las tasas de incorporacién de TdR observadas en nuestro
estudio en los tratamientos UVA+PAR y PAR (hasta 3-4 veces superiores) con respecto a
los oscuros, se debi6 principalmente a la sintesis semiconservativa de ADN, y por tanto a
un crecimiento celular, que fue posible gracias a la fotoreparacion del ADN dafiado.

Como resumen de todo lo anterior, nosotros interpretamos el incremento
significativo de las tasas de incorporaciéon de TdR en los tratamientos UVA+PAR y PAR
como una respuesta bacteriana debida a la recuperacion por fotoreparacion en
condiciones de alta intensidad de UVA y PAR, que se manifiesta como un estimulado
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crecimiento bacteriano si esta disponible el suficiente C fotosintético. De hecho, los
resultados de experimentos paralelos llevados a cabo en La Caldera muestran que, en
ausencia de algas, esta recuperacion potencial no se manifestd como un estimulo en el
crecimiento bacteriano (Medina-Sanchez et al. 2002, Capitulo VII). Méas atn, Aas et al.
(1996) encontraron un efecto inhibidor mayor de la radiacion solar en ausencia de algas.
Aunque en los tratamientos de radiacidon solar completa también ocurren los mecanismos
de fotoreparacion y un incremento en la tasa de exudacion de C orgénico fotosintético, el
dafio simultaneo ejercido por la exposicion a UVB y/o la potencial alteracion del C
fotosintético (Benner y Biddanda 1998, Obernosterer et al. 1999, Obernosterer et al.
2001, Reche et al. 2001) pudieron frenar el estimulo de la actividad bacteriana.

Nuestros resultados experimentales son consistentes con los obtenidos por Kaiser y
Herndl (1997), quienes encontraron una recuperacion significativa de la actividad
bacteriana previamente inhibida por UVB, después de que el bacterioplancton fuera
expuesto a UVA y PAR. No obstante, mientras que estos autores encontraron esta
recuperacion a intensidades de UVA y PAR moderadamente bajas, nosotros sélo lo
detectamos a altas intensidades de luz, esto es, en las capas superiores del lago. Nuestros
resultados concuerdan con los de Davidson y van der Heijden (2000) quienes encontraron
que las bacterias en agua completa fueron capaces de reparar el dafio inducido por UVR y
crecer mientras residian en aguas superficiales de la Antartida.

A la luz de las anteriores consideraciones, nosotros concluimos que el efecto neto
de la radiacién solar completa (estimulador o inhibidor) sobre la actividad bacteriana en
las capas superiores es el resultado de la interaccion entre los efectos nocivos de UVB y
los procesos de recuperacion promovidos por UVA y PAR. Asi, la fotoreparacion pudo
contrarrestar completamente el efecto negativo de UVB a mediados de verano, pero no a
finales del periodo libre de hielo, probablemente debido al mas severo efecto dafiino de
UVB durante este tltimo periodo en la columna de agua. La fotoreparacion, debido a su
bajo coste energético, sera particularmente ventajosa para las bacterias que viven en
ambientes donde la luz solar es abundante pero la disponibilidad de nutrientes es baja
(Weinbauer et al. 1997), tales como los lagos oligotroficos de alta montafia. Por tanto,
esta capacidad de recuperacion puede ser interpretada como un mecanismo adaptativo,
por el cual las bacterias utilizan UVA y PAR para contrarrestar de forma simultanea el
dafio provocado por la exposicion a altas intensidades de UVB, particularmente cuando
residen en las capas superiores del lago.
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Efectos del espectro de radiacion solar sobre el uso bacteriano del C organico
suministrado por las algas

Como aproximacioén para evaluar experimentalmente el efecto de la composicion
espectral de la radiacion solar sobre las bacterias y sobre la interaccion alga-bacteria,
nosotros cuantificamos la proporcion de exudados fotosintéticos asimilados por las
bacterias (%PEA) bajo diferentes regimenes de luz. El hecho de obtener los mayores
valores en los tratamientos UVA+PAR y PAR en las capas superiores del lago, o en los

Tabla 5-6. Tasas absolutas de asimilacion de exudados fotosintéticos por las
bacterias (POC,), normalizadas con respecto a los exudados disponibles
(%PEA), y eficiencias de uso del carbono fotosintético por las bacterias
(%CUEDb), obtenidos en los experimentos. Los valores son medias + DE.

Mes Prof. Tratamiento POC, PEA CUEDb
(m) (ng CI'h™Y (%) (%)

Ago 05 UVB+UVA+PAR 0.019+£0.006 24.0+1.7 14.1+29
UVA+PAR 0.019+0.003 77.8+1.1 73.0+£3.2
PAR 0.021 +£0.003 65.6+0.5 61.0+4.0

5 UVB+UVA+PAR 0.034+0.002 18.8+1.3 4.0+0.7
UVA+PAR 0.030 £ 0.002 20.1+0.6 32+1.7
PAR 0.026 £0.002 434+13 82+4.1

Oct 0.5 UVB+UVA+PAR 0.005+0.000 85+0.2 58+03
UVA+PAR 0.018+0.003 242+12 255+£55
PAR 0.011+£0.001 259+02 324+74

5 UVB+UVA+PAR 0.014+0.006 12.4+423 24+£03
UVA+PAR 0.017+0.001 13.6+0.2 1.7+£0.2
PAR 0.030 +£0.005 41.2+1.7 4.6+3.0

tratamientos PAR en las capas intermedias, indica que las bacterias pueden incorporar el
C organico “fresco” recién liberado por las algas con una mayor eficiencia bajo estas
condiciones de luz que bajo la radiacion solar completa (presencia de UVB) (Tabla 5-6,
Figura 5-6). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Pausz y Herndl (1999) en
experimentos de laboratorio con algas cultivadas. Por tanto, UVB también afecto a la
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eficiencia de consumo de C fotosintético por las bacterias, lo que pudo estar relacionado
con la inhibicion del crecimiento bacteriano por UVB mostrado en nuestro estudio,
aunque también la biodisponibilidad del C liberado por el fitoplancton pudo estar
disminuida bajo UVB debido a procesos de humificacion (Benner y Biddanda 1998,
Obernosterer et al. 1999, Obernosterer et al. 2001, Reche et al. 2001).

Aunque la dosis total de UVR recibida por las bacterias fue diferente en las dos
aproximaciones experimentales ('*C y *H-TdR), se encontrd un patrén similar de %PEA
y de las tasas de incorporacion de TdR en las capas superiores. Este resultado sugiere una
relacion entre la capacidad de las bacterias para incorporar el C y su capacidad para
canalizarlo hacia nueva biomasa bacteriana. Asi, la eficiencia de uso del C fotosintético
por las bacterias (%CUEb) puede cuantificar esta relacion, porque las tasas de
incorporacion de timidina pueden ser convertidas a C bacteriano producido mediante el
apropiado factor de conversion, calculado para este sistema (ver Capitulo II). En
conjunto, los maximos valores de %CUEDb se obtuvieron en los tratamientos de luz sin
UVB en las capas superiores del lago (Tabla 5-6, Figura 5-6). Por tanto, %CUEDb, %PEA
y las tasas de incorporaciéon de TdR compartieron un patréon similar en las capas
superiores del lago en este estudio.

Para extrapolar nuestros resultados experimentales a las condiciones naturales,
redibujamos la relacion entre PB y PP, o entre PB y EOC, con ambas variables medidas
bajo la radiacion solar completa (Figura 5-7), obteniéndose una tendencia directa entre las
dos variables también en las capas superiores del lago. La falta de relacion entre ambas
variables a partir de las tradicionales incubaciones en oscuridad para PB resulté de una
subestima de la produccion bacteriana a mediados de verano, y de una sobreestima a
finales del periodo libre de hielo (Visser et al. 1999). Por tanto, consideramos que nuestra
aproximacién experimental es realista y permite determinar el papel de la composicion
espectral de la radiacion solar en la interaccion alga-bacteria.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Como recapitulacidon, nuestra hipoétesis estuvo soportada por nuestros resultados.
La radiacion ultravioleta, particularmente UVA, provocd una fuerte inhibiciéon de la
produccion primaria y un incremento de los valores absolutos y proporcionales de EOC,
incrementando la disponibilidad de C para las bacterias. Diversos estudios han mostrado
un comportamiento migrador de especies algales relacionado con el régimen de radiacion
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Figura 5-7. Relacion entre (A) produccion bacteriana vs. produccion
primaria y (B) produccion bacteriana vs. excrecion de carbono organico
(EOC), medidas en las capas superiores del lago en 1997. Se comparan los
valores de PB obtenidos en incubaciones bajo luz solar vs. oscuridad. Barras
de error como en Figura 4-2.
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solar (ej. Figueroa et al. 1997 b). En este sentido, las migraciones verticales diarias que
realizan las especies del fitoplancton en La Caldera (Carrillo et al. 1991 b) les permitiria
evitar parcialmente el dafio causado por la radiacion UVB. Pero dado que la mayor parte
del estrés fisiologico de las algas (inhibicion de la produccion primaria, mayor exudacion
absoluta y relativa del C fijado) se debio a UVA, que tiene una alta capacidad de
penetracion en la columna de agua por su relativamente bajo coeficiente de atenuacion
vertical (Figura 5-2), es dificil para las algas encontrar refugios efectivos que les evite la
exposicion a buena parte de la radiacion UVA en La Caldera, debido a la escasa
profundidad media de la laguna (4.3 m). Esto puede explicar la ausencia en este
ecosistema de picoplancton autdtrofo, dada su mayor sensibilidad a la radiaciéon UVR que
el nanoplancton autotrofo (Bertoni y Callieri 1999, Callieri et al. 2001). Ademas, el
exitoso desarrollo de la comunidad algal nanoplanctonica en La Caldera puede estar
relacionado con su potencial metabolismo mixotréfico, que le permite utilizar a las
bacterias como fuente de C y nutrientes minerales (ver Capitulo VIII).

Dado que el efecto neto de la radiacion solar completa sobre la actividad bacteriana
estuvo restringido a las capas superiores del lago y fue inhibidor sélo a finales del periodo
libre de hielo, concluimos que la comunidad bacteriana de La Caldera estd bien adaptada
a la radiacion solar, por lo que mantiene su capacidad de responder al C organico liberado
por las algas, que es susceptible de ser consumido por las bacterias (Chrost 1983, Chrost
y Faust 1983, Sundh 1989, 1992, Kirchman et al. 1991, Sundh y Bell 1992, Maurin et al.
1997, Pausz y Herndl 1999, este estudio). La concordancia entre los resultados obtenidos
con las dos diferentes aproximaciones metodologicas utilizadas (incorporacién de *H-
TdR y asimilacion de '“C organico por las bacterias) refuerza nuestras conclusiones e
interpretaciones respecto al patron de respuesta bacteriana al espectro de radiacion solar,
e implica que nuestras medidas de PB bajo condiciones de luz fueron realistas.

El hecho de que las bacterias hagan un uso mas eficiente del C fotosintético
(valores de %CUEDb mas altos) en las capas superiores que en las intermedias puede ser
interpretado como el resultado de la efectividad de los mecanismos fotoreparadores (los
menos costosos energéticamente) que contrarrestan el dafio producido por la radiacion
UVB en estas condiciones de alta intensidad de luz, y permiten una respuesta positiva
consistente en un mayor y mas eficiente crecimiento bacteriano cuando disponen de
suficiente carbono fotosintético. Por tanto la fotoreparacion funciona como un mecanismo
adaptativo que permite a las bacterias soportar el estrés de radiacion del sistema y obtener
ventaja de la adversidad.



CAPITULO VI

Efectos interactivos luz-nutrientes

La ventaja mas ligera de un ser, de cualquier edad o en
cualquier estacion, sobre los demds seres con los cuales entra
en competicion, o una adaptacion mejor, por minima que
sea, a las condiciones fisicas que le rodean, cambiara el
equilibrio en su favor.

Charles Darwin (1809-1882), “El origen de las especies”
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INTRODUCCION

Junto con la radiacion solar, otro factor ecologico primordial en los ecosistemas
acuaticos es el suministro y disponibilidad relativa de nutrientes, que afecta al
crecimiento y composicion taxonomica de las especies (Schindler 1977, Pérez-Martinez y
Cruz-Pizarro 1995) o a su contenido elemental (Garcia-Alvaro et al. 2000, Nufiez-Olivera
et al. 2001, Villar-Argaiz et al. 2001). Dado que en los lagos situados por encima de la
linea de arboles las entradas de nutrientes tienen una naturaleza pulsada, que engloba
desde las entradas aloctonas asociadas a procesos meteorologicos (Carrillo et al. 1990 b,
Morales-Baquero et al. 1999, Migon y Sandroni 1999) hasta los procesos de excrecion y
reciclado por el zooplancton (Carrillo et al. 1996 a, b, Villar-Argaiz et al. 2001), el
conocimiento de los efectos ejercidos por los pulsos de nutrientes es de especial interés en
ecosistemas como La Caldera. Aunque existe gran cantidad de estudios que evaluan los
efectos individuales del espectro de radiacion o de los nutrientes sobre los organismos, es
aun poco conocida la influencia de los efectos interactivos de ambos factores abidticos
sobre los organismos. Por tanto, el estudio de estos efectos interactivos es especialmente
necesario para la comprension del funcionamiento de los ecosistemas, y constituye
actualmente un “punto caliente” de investigacion (Folt et al. 1999).

Hasta la fecha muy pocos estudios han abordado el efecto interactivo de estos dos
factores abioticos, y se han centrado en aspectos de la estructura y sucesion de la
comunidad pelagica (Bergeron y Vincent 1997) o en aspectos funcionales exclusivamente
de la comunidad algal (Xenopoulos et al. 2002). Por tanto, hasta donde nosotros
conocemos, no existen estudios que aborden desde esta perspectiva la interaccion
funcional entre fitoplancton y bacterias medida in situ. Nosotros hipotetizamos la
existencia de efectos interactivos entre las diferentes regiones del espectro de radiacion
solar y la disponibilidad de nutrientes limitantes (P) sobre la actividad algal y bacteriana,
y sobre su interaccion, s6lo cuando éstos nutrientes limitan su crecimiento.

El objetivo de este Capitulo es cuantificar experimentalmente como influyen las
variaciones en la disponibilidad de P, asociadas a entradas pulsadas de este nutriente, en
el patron de respuesta al espectro de radiacion solar de procesos metabolicos algales y
bacterianos medidos in situ a corto plazo, prestando particular atencién a la interaccion
entre ambas comunidades.

Para la consecucion de este objetivo se evalian experimentalmente los efectos
interactivos entre el enriquecimiento con P y la composicion espectral de la radiacion
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solar sobre (i) la produccion primaria, (ii) la excrecion de C organico por las algas, (iii) la
produccién bacteriana, (iv) utilizacion del C fotosintético por las bacterias.

MATERIAL Y METODOS
Diseifio experimental

Los experimentos se realizaron en Agosto y Octubre de 1997 durante dias
despejados. Para cada experimento se siguieron idénticos procedimientos y protocolos a
los descritos en el Capitulo V para obtener una muestra compuesta de agua del lago,
construir los tratamientos experimentales de luz y determinar los valores de las variables
respuesta. Tan solo sefialar que las incubaciones se realizaron en las capas superiores del
lago (profundidad de 0.5 m), dado que ahi los efectos del espectro de radiacion solar
fueron més acusados (Capitulo V).

Para evaluar el efecto del enriquecimiento con P inorganico, se llevo a cabo un
disefio experimental de 2 X 4 tratamientos: agua de lago no enriquecida vs. enriquecida
con P (con dos niveles), y los cuatro tratamientos de luz especificados en el Capitulo V.
Los dos niveles de enriquecimiento con P se obtuvieron afadiendo NaH,PO, a sendos
volumenes conocidos de la muestra compuesta hasta alcanzar una razén molar N:P de 16
(tratamiento N:Py¢), o una razén molar N:P de 5 (tratamiento N:Ps). La cantidad de P
requerida para cada tratamiento N:P fue calculada a partir de la concentracion de P
disuelto encontrada en la columna de agua en la fecha de muestreo previa a cada
experimento. Tras la adicion de P, las submuestras enriquecidas se agitaron
vigorosamente y, junto con la submuestra no enriquecida, se dejaron un tiempo de
aclimatacion de 90 minutos dentro del lago y expuestas a la radiacion solar completa
(contenedores abiertos por arriba), antes de ser utilizadas para llenar las botellas
experimentales.

Analisis estadisticos

El efecto del espectro de radiacion solar, del enriquecimiento con P y de su
interaccion se examind mediante ANOVA de 2 vias. Las diferencias entre tratamientos se
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examinaron mediante analisis de contrastes (LSD), ajustando las probabilidades del
analisis al test de Bonferroni. Ademas, el efecto interactivo entre cada region del espectro
de radiacion solar y el enriquecimiento con P se verifico mediante los correspondientes
ANOVAs de 2 vias, incluyendo en cada analisis los tratamientos de luz que
exclusivamente se distinguen en una determinada region espectral.

Se verificaron las asunciones requeridas por el ANOVA tal y como se describe en
el Capitulo anterior, y los datos se transformaron logaritmicamente cuando estas
condiciones no se cumplian.

RESULTADOS

Efectos del enriquecimiento con P sobre la respuesta del fitoplancton al espectro de
radiacion solar: produccién primaria y excreciéon de C fotosintético

3.0 La adicion de P no estimuld las

25 % Efijﬁ Agosto tasas de produccion primaria a mediados
£~ 20f HE NP de verano. Incluso, los valores de PP
-Tf 15 disminuyeron significativamente en los
L:n 1.0 tratamientos enriquecidos con respecto a
2 o0s ﬁ%i Tﬁi su control (N:P.) en ausencia de UVB y/o
E ool NN . — de UVR (Tabla 6-1, Figura 6-1). Este
E o efecto depresor sobre PP condicion6 que
g 05 Octubre en los tratamientos enriquecidos se
'S atenuara el estimulo de la PP que causa la
§ 06 ausencia de la radiacion ultravioleta (UVB,
g 04 UVA, UVR). Por lo tanto, hubo un efecto

0.2 ﬁﬁi antagdnico significativo  entre el

0 ﬁl%i enriquecimiento con P y las distintas

0.
UVB+UVA+PAR UVA+PAR . oo
calidades de luz, tal y como indican las

Tratamientos de luz
. o . significativas interacciones UVB X N:P,
Figura 6-1. Producmon primaria medida UVA x N:P, y UVR x N:P (Tabla 6-2,
en los tratamientos experimentales de luz . .
y de enriquecimiento con P (razon N:P). ~ Figura 6-2). Como consecuencia, se
Las barras de error indican medias + DE.  produjo una variacién en el patron de
respuesta de la PP al espectro de radiacion, fundamentalmente al perderse el efecto

depresor de UVB en los tratamientos N:Ps (Tabla 6-3). A finales del periodo libre de
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Tabla 6-1. Efectos experimentales de la adicion de P (dos niveles de N:P) en cada tratamiento de
luz expresados como variacion porcentual [A(%)] de las variables respuesta (ver texto) con
respecto a cada control, en Agosto y Octubre de 1997. Niveles de significacion: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.

Agosto 1997
PP EOC %EOC %PEA %CUEDb
Efecto Tratamientos luz A(%) p A%) p A%) p A(%) p A%) p

N:P;s UVB+UVA+PAR 15 n.s. 50 ek 35 -63 ek -88 ik
UVA+PAR -2 n.s. 801 e 819 wxx 74 s 94 sk
PAR -15 % 866 ek 1042 s -62 96 wxx
N:Ps UVB+UVA+PAR 29 n.s. 73wk 36 % =51 s -88 e
UVA+PAR -39 363 sk 669  wxx -64 92 sk
PAR =57 wwx 307 sk 856 wxx -47 s 90 s

Octubre 1997
PP EOC %EOC %PEA %CUEDb
Efecto Tratamientos luz  A(%) p A%) p A%) p A(%) p A%) p

N:P;s UVB+UVA+PAR 24 n.s. 11 n.s. -10 n.s. 97 % 46
UVA+PAR 11 ns. 4 ns. -6 n.s. 42 wwx -67 wx
PAR -4 n.s. -8 n.s. -5 ns. 45 wx -60 sk
N:Ps UVB+UVA+PAR 1 n.s. 1 ns. 1 n.s. 179 sk 332 wwx
UVA+PAR 6 n.s. 5 ns. 0 n.s. 2 ns. -22 n.ss.
PAR 0 n.s. 2 ns. 2 ns. 9 xx 13 ns.

hielo, la adicion de P no ejercio ningun efecto sobre la PP (Tabla 6-1, Figura 6-1), siendo
el espectro de radiacion solar el factor responsable del patron de respuesta de PP, como
indica el porcentaje de varianza explicada (Tabla 6-4, Figura 6-4).

A mediados de verano, la excrecion de carbono fotosintético (EOC) fue
estimulada significativamente en ambos tratamientos N:P y en todas las condiciones de
luz. El incremento fue mas acusado en los tratamientos sin UVB, y particularmente
cuando el enriquecimiento se hizo hasta una razén N:Pjs (Tabla 6-1 y Figura 6-3).
Mientras que en el tratamiento N:Ps la tasa de EOC no varid con los tratamientos de luz,



VI Interaccion luz-nutrientes 129

en el tratamiento N:Pj4 las diferentes calidades de luz afectaron significativamente a la
tasa de EOC, obteniéndose valores progresivamente mayores en ausencia de UVB y en
ausencia de UVR (Tabla 6-1 y Figura 6-3). Estas diferencias en las tasas de liberacion de
C fotosintético (EOC) dependiendo del tratamiento N:P se reflejaron en las significativas

Tabla 6-2. Efectos de la radiacion solar (1) y de la adicién de P (2)

sobre las variables respuesta (ver texto) segun el modelo ANOVA de

2-vias. gl, g2: grados de libertad. PV: Porcentaje de la varianza

explicada calculada como suma de cuadrados del tratamiento/suma de
total de cuadrados. Experimento de Agosto.

Variable Efecto gl g2  Fgie p PV
PP 1 2 18 216.83  <0.0001 76.62
2 2 18 40.67  <0.0001 14.37
1x2 4 18 2448  <0.0001 8.65
Error 0.35
EOC 1 2 18 7.24  <0.0050 2.69
2 2 18 230.79  <0.0001 85.83
1x2 4 18 29.85  <0.0001 11.10
Error 0.37
%EOC 1 2 18 231.98  <0.0001 25.66
2 2 18 576.82  <0.0001 63.79
1x2 4 18 9443  <0.0001 10.44
Error 0.11
%PEA 1 2 18 2055.59  <0.0001 35.24
2 2 18 3396.55 <0.0001 58.23
1x2 4 18 380.11  <0.0001 6.52
Error 0.02
%CUEDb 1 2 18 136.42  <0.0001 17.52
2 2 18 631.90 <0.0001 81.14
1x2 4 18 9.49  <0.0005 1.22
Error 0.13

interacciones UVB X N:P y UVR x N:P (Tabla 6-2, Figura 6-2), que indican un efecto
antagoénico entre N:P y UVB 6 UVR. Por tanto, el enriquecimiento con P modificé de
forma acusada el patrén de excrecion de C, anulando el incremento de las tasas de EOC
que ejercia UVB en los tratamientos no enriquecidos (Tabla 6-3). A finales del periodo
libre de hielo, la adicién de P no ejercié ningtin efecto sobre EOC (Tabla 6-1, Figura 6-3),
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Figura 6-2. Efectos interactivos entre las distintas regiones espectrales de
radiacion solar y la adicion de P sobre cada variable respuesta (ver texto), segun
el modelo ANOVA de 2-vias. Experimento de Agosto.
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Tabla 6-3. Efectos de distintas regiones espectrales de la radiacion solar en cada
razon N:P expresados como variacion porcentual [A(%)] de las variables respuesta
(ver texto) con respecto a cada control, en Agosto y Octubre de 1997. Niveles de
significacion: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.

Agosto 1997
PP EOC %EOC %PEA %CUEDb
Efecto N:P  A(%) p A%) p A%) P A%) D A%) p

UVB N:Pc =55 wwx 224 wx 620 sk -69  wx =81 sk
N:Pig 48 e -46 ek 6 n.s. =57 e =59 ek
N:Ps -5 n.s. 21 n.s. 27 wx =59 e SARE T
UVA N:Pc =57 wwx -25 n.s. 73 % 19 s 20 x
N:Pys 50 sk 30 wx 40 xx 20 sk 66 %
N:Ps 40 % -15 ns. 40 xx% -18 -1 n.s.

UVR N:Pc =81 s 142 % 1149 s -63 wwx STT
N:Pig  -74 s -63 mxk 48 wwx -65 #xx 31 %
N:Ps 43 wx 3 n.s. 7T k% -66 wx =72 sk

Octubre 1997
PP EOC %EOC %PEA %CUEDb
Efecto N:P  A(%) p A%) p A%) P A%) D A%) p

UVB N:Pc -28 n.s. 25 =x 4 n.s. -65 wwx ST
N:Pys  -20 n.s. =20 % 1 ns. 19 % 0 n.s.
N:Ps -32 n.s. =28 kwx 6 n.s. -4 n.s. 25 n.s.
UVA N:Pc =76 wwx 69 xx 619 sk -7 n.s. -21 n.s.
N:Pyg  -73 swx 89 sk 610 s -2 n.s. 235 %
N:Ps -T75 sk T4 sk 607 sk -13 sk 46 wwk
UVR N:Pc -83 wwx 26w 651 % -67 wwx -82 sk
N:Pjg  -78 s 52 sk 616 % 16 = =35 %

N:Ps -83 ek 26 = 648 sk 17 wxx 232 s
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siendo nuevamente el espectro de radiacion solar el factor responsable de su patron de
respuesta, como indica el porcentaje de varianza explicada (Tabla 6-4, Figura 6-4).

El porcentaje de excrecién de C fotosintético en relaciéon con el producido
(%EOC) respondi¢ a la adicion de P siguiendo basicamente el mismo patron descrito para
los valores absolutos de excrecion de C (EOC). Asi, a mediados de verano, la adicion de
P increment6 los valores de %EOC en todos los tratamientos de luz, siendo el incremento
mas acusado en los tratamientos sin UVB y particularmente en el tratamiento N:Pi¢

Agosto Octubre

0.4 0.10
— 1 NP,
= 03t [ NP, 0.08
— Bl NP, 0.06
© 02
w O
= 0.04
N’
8 0.1 0.02
=

0.0 0.00

UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR
40 60
50

30 =] 1
&) 40
Q
= 20 30
= 20
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10
0 0 _1
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR

Tratamientos de luz

Figura 6-3. Excrecion de carbono organico (EOC) y %EOC con respecto al carbono
organico producido medidos en los tratamientos experimentales de luz y de
enriquecimiento con P (razoén N:P). Las barras de error indican medias + DE.

(Tabla 6-1, Figura 6-3). El patron de respuesta al espectro de radiacion de %EOC en los
tratamientos enriquecidos fue proximo al obtenido en los tratamientos no enriquecidos.
Esto es, UVR determind un incremento significativo de los valores de %EOC, aunque en
los tratamientos N:Pjs solo afecté6 UVA, y en los tratamientos N:Ps afectaron ambas
regiones del espectro (Tabla 6-3, Figura 6-3). El enriquecimiento con P ejercio un efecto
interactivo antagénico con UVB, UVA y UVR (Tabla 6-2, Figura 6-2) al atenuar el efecto
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que estas radiaciones ejercian en los tratamientos no enriquecidos (Tabla 6-3, Figura 6-3).
A finales del periodo libre de hielo, el enriquecimiento con P no modificé el patrén de
respuesta de %EOC al espectro de radiacion solar (Tablas 6-3, 6-4, Figuras 6-3 y 6-4). En
conclusion, independientemente del periodo estacional y del estado de enriquecimiento en
P, la radiacion ultravioleta (UVR) condicion6 mayores valores de %EOC.

Tabla 6-4. Efectos de la radiacion solar (1) y de la adicion de P (2)
sobre las variables respuesta (ver texto) segun el modelo ANOVA de
2-vias. gl, g2: grados de libertad. PV: Porcentaje de la varianza
explicada calculada como suma de cuadrados del tratamiento/suma de
total de cuadrados. Experimento de Octubre.

Variable Efecto gl g2  Fie p PV
PP 1 2 18 358.16  <0.0001 99.21
2 2 18 1.03  >0.3783 0.28
1x2 4 18 0.84 >0.5166 0.23
Error 0.28
EOC 1 2 18 63.71  <0.0001 97.13
2 2 18 0.25 >0.7841 0.38
1x2 4 18 0.63  >0.6455 0.96
Error 1.52
%EOC 1 2 18 1269.51  <0.0001 99.74
2 2 18 222 >0.1372 0.17
1x2 4 18 0.08 >0.9881 0.01
Error 0.08
%PEA 1 2 18 108.08  <0.0001 22.85
2 2 18 261.25  <0.0001 55.24
1x2 4 18 102.63  <0.0001 21.70
Error 0.21
%CUEDb 1 2 18 85.17 <0.0001 34.96
2 2 18 118.94  <0.0001 48.83
1x2 4 18 3849  <0.0001 15.80

Error 041
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Figura 6-4. Efectos interactivos entre las distintas regiones espectrales de
radiacion solar y la adicion de P sobre cada variable respuesta (ver texto), segin
el modelo ANOVA de 2-vias. Experimento de Octubre.
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Efectos del enriquecimiento con P sobre la respuesta bacteriana al espectro de

radiacion solar

A mediados de verano, el enriquecimiento con P produjo una significativa

disminucion de las tasas de incorporacion de TdR en todos los tratamientos de luz,

Bl NP
1.2 ©
NPy Agosto

Lo M N:Pg
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro

12 Octubre

0.8

Incorporacion de TdR (pmol I'' h™)

0.6

0.4

0.2

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro

Tratamientos de luz

Figura 6-5. Tasas de incorporacion bacteriana de
TdR medidas en los tratamientos experimentales
de luz y de enriquecimiento con P (razén N:P).
Las barras de error indican medias = DE.

excepto en el oscuro (Tabla 6-5,
Figura 6-5). Esta reduccion tras la
adicion de P supuso una alteracion
parcial del patron de respuesta
bacteriana al espectro de radiacion
solar, que se concreta en una pérdida
del efecto estimulador neto de la luz
solar completa y en una disminucion
del efecto positivo ejercido por PAR
(Tabla 6-6, Figura 6-5). Estas
modificaciones implican un efecto
antagonico entre el enriquecimiento
con P y las regiones del espectro
estimuladoras de la actividad
bacteriana, esto es PAR y luz solar
completa, como indican las
interacciones significativas Luz X
N:P y PAR X N:P (Tabla 6-7, Figura
6-7). A finales del periodo libre de
hielo, el enriquecimiento con P
produjo un incremento significativo
de las tasas de incorporacion de
[*H]TdR solo en los tratamientos de

luz solar completa y oscuros, mientras que en los tratamientos UVA+PAR y PAR se

encontro una significativa inhibicion en la actividad bacteriana (tratamientos N:Pj4) o no
se observé un estimulo (tratamientos N:Ps) (Tabla 6-5, Figura 6-5). Por tanto, el

enriquecimiento con P condujo a una acusada modificacion del patréon de respuesta al

espectro de radiacion solar: pérdida total del patron en los tratamientos N:Py4, y anulacion
del efecto inhibidor de UVB y de luz solar completa en los tratamientos N:Ps. El
enriquecimiento con P ejercid un efecto antagonico con UVB, UVR, PAR, UVA+PAR 6
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Luz solar completa, tal y como indican las respectivas interacciones significativas
encontradas (Tabla 6-7, Figura 6-7).

Efectos del enriquecimiento con P y del espectro de radiacion solar sobre la
interaccion algas-bacterias: uso bacteriano del C fotosintético

El enriquecimiento con P ejercidé un efecto diferente en los distintos periodos
estacionales sobre la asimilacion de C fotosintético normalizada con respecto a la
cantidad de C disponible (%PEA). A mediados de verano, la adiciéon de P produjo una
significativa reduccion en los valores de %PEA en todas las condiciones de luz,

particularmente en el tratamiento N:Py4

Tabla 6-5. Efectos experimentales de la adicion de (Tabla 6-1, Figura 6-6). A pesar de esta
P (dos niveles) en cada tratamiento de luz dijsminucion, la eficiencia de
expresados como variacion porcentual [A(%)] de las
tasas de incorporacion de TdR con respecto a cada
control, en Agosto y Octubre de 1997. Niveles de de respuesta al espectro de radiacion de

significacion: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. solar, al continuar los valores
no significativo.

asimilacion (%PEA) conservo el patron

significativamente mayores en los

Ag0-97 Oct.97  tratamientos UVA+PAR y PAR (Figura
6-6). Dado que el efecto inhibidor de
UVB y UVR fue mas acentuado (en
N:P;s UVB+UVA+PAR  -81 === 63 «= valores absolutos, ver Figura 6-2) en

N:P  Tratamientos luz A(%) p A(%) p

UVA+PAR -49 s -66 #xx condiciones de no enriquecimiento que
PAR -60 e 63 sk trag g adicion de P, se origind un efecto
Oscuro 14 ns. 46 = interactivo  antagénico  entre el
NiPs UVB+UVA+PAR  -77 s 338 sk ractivo. & e
UVA+PAR 61 sk .19 ns. enriquecimiento con Py las radiaciones
PAR -60 sk 15 ns. UVByUVR, como indica el analisis de
Oscuro -43 ns. 87 ##% a5 interacciones N:P x UVB y N:P x

UVR (Tabla 6-2, Figura 6-2). Es
interesante destacar el cambio de signo
del efecto de UVA al pasar a condiciones enriquecidas (estimulador en N:P, vs. inhibidor
en N:P enriquecido, Tabla 6-3), responsable de la interacciéon antagénica N:P x UVA
(Tabla 6-2, Figura 6-2).

A finales del periodo libre de hielo, los efectos mas significativos de la adicion de
P fueron: (i) un incremento de %PEA bajo luz solar completa (més acentuado en el



VI Interaccion luz-nutrientes 137

tratamiento N:Ps); (ii) una disminucion de %PEA en el tratamiento N:Ps en ausencia de

UVB (Tabla 6-1, Figura 6-6). Estos efectos determinaron una acusada modificacion del

patron de respuesta de la eficiencia de asimilacion de C fotosintético por las bacterias

(%PEA) al espectro de radiacion solar ya que se anuld o atenuo el efecto inhibidor de
UVB y UVR sobre %PEA (Tabla 6-3), originando un efecto interactivo antagdnico
significativo N:P X UVB y N:P x UVR (Tabla 6-4, Figura 6-4). Otro efecto débilmente
significativo obtenido tras el enriquecimiento fue un incremento del %PEA en el

tratamiento PAR -

4).

%PEA

100

CI N, Agosto
8ot [CIN:Pyg I

Bl NP,

UVB+UVA+PAR  UVA+PAR

40

'l *IHI

Octubre
30

UVB+UVA+PAR  UVA+PAR

Tratamientos de luz

Figura 6-6. Eficiencia de asimilacion del
carbono fotosintético por las bacterias
(%PEA) medida en los tratamientos
experimentales de luz y de enriquecimiento
con P (razén N:P). Las barras de error
indican medias + DE.

A4H

N:Ps (Tabla 6-1) responsable de la interaccion N:P x UVA (Figura 6-

La eficiencia de uso del C
fotosintético bacterias
(%CUED)

importantes variaciones estacionales

por las
también reflejo
en su respuesta a la adicion de P.

Asi, a mediados de verano,
encontramos una disminucion de los
valores de %CUEb en todos los
tratamientos de luz, particularmente
en ausencia de UVB (Tabla 6-1,
Figura 6-8). Estos

embargo, no modificaron de forma

efectos, sin

sustancial el patron de respuesta de
%CUEb al espectro de radiacion
solar, ya que, en los tratamientos
UVB y UVR
continuaron  ejerciendo  efectos
inhibidores sobre %CUEDb (Tabla 6-
3, Figura 6-8). No obstante, dado
que el efecto inhibidor de UVB (y
UVR) fue mas atenuado en los

enriquecidos,

tratamientos enriquecidos,
particularmente en N:P 4 (Tabla 6-3,
Figura 6-2), se encontrd un efecto
interactivo antagénico N:P x UVB y

N:P x UVR (Tabla 6-2, Figura 6-2).
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Por otro lado, el efecto estimulador ejercido por UVA sobre %CUED en los tratamientos

N:P. se pierde en el tratamiento N:Ps (Tabla 6-3, Figura 6-8) reflejandose en un

significativo efecto interactivo antagonico N:P x UVA (Figura 6-2).

A finales del periodo libre de hielo la adicién de P produjo: (i) un incremento de

%CUEDb en luz solar completa, mas acusado en N:Ps; (ii) una disminucion de %CUEDb en
los tratamientos N:Pjs en ausencia de UVB (Tabla 6-1, Figura 6-8). Debido a estos

Tabla 6-6. Efectos de distintas regiones
espectrales de la radiacion solar en cada razon
N:P, expresados como variacion porcentual
[A(%)] de las tasas de incorporacion de TdR con
respecto a cada control, en Agosto y Octubre de
1997. Niveles de significacion: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.

Ago-97 Oct-97

Luz NP  A%) p A%) p
UVB N:P, -39 -82  wx
N:Pig AR -19 n.s.

N:Ps -64  wx -10 n.s.

UVA N:P, -11 n.s. 34 n.s.
N:Pig 13 ns. 23 n.s.

N:P; -14 n.s. -5 n.s.

UVR N:P, 46 wx -78 sk
N:Ps 74 s 0 n.s.

N:P; -69 -14 n.s.

PAR N:P, 334 wx 181 s
N:Pig 102 s -29 n.s.

N:Ps 208  xx 73 sk

(UVA+PAR)  N:P, 286  wx 278  wx
N:Pys 128 % -13 ns.

N:Ps 163 == 64 ok

Luz N:P, 133 =37 e
N:Py¢ -48 n.s. -29 ns.

N:Ps -6 n.s. 48 =x

efectos, el patron de respuesta al espectro
de radiacion solar de %CUED se modifico
sustancialmente, basicamente por la
pérdida del efecto inhibidor de UVB sobre
%CUEDb y por la atenuacion del efecto
inhibidor de UVR (Tabla 6-3, Figura 6-8),
lo que determind un efecto interactivo
antagénico N:P x UVB y N:P x UVR
(Figura 6-4).

La  comparacion  entre la
disponibilidad de C fotosintético para las
bacterias (EOC) y los requerimientos
bacterianos de este C (CARB) permite
detectar  situaciones de limitacion
potencial de C fotosintético para el
crecimiento bacteriano (Figura 6-9). En
los tratamientos no enriquecidos, ¢
independientemente del periodo
estacional, la disponibilidad de C fue
significativamente superior a las demandas
bacterianas sélo en los tratamientos de luz
solar completa. Tras un enriquecimiento
con P, los valores de EOC fueron
superiores a los de CARB en todos los
tratamientos de luz a mediados de verano,

tanto en N:P;s como en N:Ps. Por el contrario, a finales del periodo libre de hielo, el

suministro de C fue del mismo orden que las demandas bacterianas en los tratamientos

N:Ps, bajo cualquier régimen de luz, o significativamente mayor que las demandas
bacterianas en los tratamientos N:P ;s bajo UVB 6 UVA (Figura 6-9).
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Variable respuesta: Incorpoacion de TdR

Tabla 6-7. Efectos de la radiacion solar (1) y de la
adicion de P (2) sobre la incorporacion de TdR
segun el modelo ANOVA de 2-vias. gl, g2:
grados de libertad. PV: Porcentaje de la varianza
explicada calculada como suma de cuadrados del

tratamiento/suma de total de

cuadrados.

Periodo Efecto gl g2 F g P PV
Agosto 1 3 24 51.45 <0.0001 47.59
2 2 24 50.87 <0.0001 47.05
Ix2 6 24 480 <0.0025 4.44
Error 0.92
Octubre 1 3 24 2422 <0.0001 25.37
2 2 24 52.60 <0.0001 55.09
Ix2 6 24 17.66 <0.0001 18.49
Error 1.05
" UVB  x NP Fopo~ 1.87 p>0.196
o8 UVA  x NP Fop= 144 p=0.275
UVR x N:P F(2,12): 2.99 p>0088
0.6 PAR x N:P F(z,lz): 4.19 p<005
(UVA+PAR) x N:P F(Z,IZ): 2.44 p>0129
04 LUz x N:P F(2,12): 25.04 p<0001
0.2
0.0 . ! . :
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro
" Octubre UVB x NP Fou= 29.52 p<0.001
0.8 UVA x N:P F(2,12)= 0.80 p>0473
UVR X NP Fpi= 25.09 p<0.001
06 PAR x NP Fop= 21.05 p<0.001
(UVA+PAR) x N:P F(2,12): 19.89 p<0001
0.4 LUz x N:P F(z,lz): 17.86 p<0001
0.2

0.0 n n n n
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro

Tratamientos de luz

Figura 6-7. Efectos interactivos entre las distintas regiones espectrales
de radiacion solar y la adicion de P sobre la incorporacion de TdR segun

el modelo ANOVA de 2-vias.
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DISCUSION

Efectos del enriquecimiento con P sobre la respuesta del fitoplancton al espectro de
radiacion solar: produccion primaria y excrecion de C fotosintético

Nuestros resultados ponen de manifiesto que el enriquecimiento con P
interaccion6 con los efectos ejercidos por UVR sobre la producciéon primaria y la
excrecion de C fotosintético a mediados del periodo estival, pero no a finales del periodo

libre de  hielo.  Variaciones

100
B NP, Agosto estacionales de la temperatura o de

sor LNy la composicién taxondmica del
Bl NPy

fitoplancton podrian condicionar, en

60
parte, estas diferencias estacionales.
407 Sin  embargo, los resultados
20} obtenidos en estudios
2 experimentales paralelos realizados
= UVB+UVA+PAR  UVA+PAR PAR en mesocosmos en La Caldera
§ 50 indican que la diferente
0 Octubre composicion elemental inicial del
fitoplancton (razén N:Py) en ambos
30 periodos estacionales condicioné la
20 respuesta de las algas al
enriquecimiento con P (Villar-
10 Argaiz 1999, Villar-Argaiz et al.
2002 b, Carrillo et al. enviado). La

0
UVB+UVA+PAR  UVA+PAR PAR .., .
variacion estacional de las razones

Tratamientos de luz elementales de la fraccion algal en

Figura 6-8. Eficiencia de uso del carbono  este ecosistema evidencia que el
fotosintético por las bacterias (%CUED)
medida en los tratamientos experimentales de
luz y de enriquecimiento con P (razon N:P).
Las barras de error indican medias + DE. razon N:P  alcanzé  valores

fitoplancton fue deficitario en P a
mediados de verano, ya que su

superiores a 20 (sensu Healey y
Hendzel 1980). Por el contrario, hacia finales del periodo libre de hielo la razéon N:P de
las algas (8.8) indica una composicion elemental enriquecida en P (Villar-Argaiz et al.
2001, 2002 b, Medina-Sanchez et al. 2002, Carrillo et al. enviado). Estos autores
encontraron una relacion negativa entre la tasa neta de crecimiento del fitoplancton y su
razéon N:P, indicando que la composicion elemental, reflejo de su estado fisioldgico,
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puede ser un predictor del crecimiento algal (Sterner y Elser 2002) y puede constituir el
principal factor que condicione la respuesta de las algas al espectro de radiacion solar tras
una alteracion de la razon N:P del sustrato disponible.

La sorprendente ausencia general de estimulo de la produccion primaria en las
capas superiores del lago con el enriquecimiento en P, en un sistema donde el P es
cronicamente limitante (DIN:TP>12, sensu Morris y Lewis 1988), podria estar
relacionada con la composicion elemental de las algas. De este modo, la disminucion de
la tasa de fijacion de C en los tratamientos sin UVB, junto con el incremento general de la
tasa de excrecion de C (EOC) tras el enriquecimiento con P a mediados de verano,
cuando la comunidad algal muestra un acentuado estrés nutritivo (razoén N:Py inicial alta),
puede tener su origen en dos procesos metabolicos no excluyentes entre si: (i) un ajuste
metabolico causado por la adquisicion de nutrientes minerales limitantes, y (ii) un
predominio del metabolismo mixotr6fico en la comunidad algal.

En este trabajo denominamos al ajuste metabolico activado durante el consumo de
nutrientes minerales por algas deficitarias en P como “respuesta transitoria” previa al
crecimiento celular. Esta respuesta transitoria pudo ser observada porque las incubaciones
en presencia del trazador para produccion primaria se realizaron entre 1.5-2 h después del
enriquecimiento con P. Este tiempo correspondi6 a la fase de respuesta anterior a la de
crecimiento poblacional. De hecho, Villar-Argaiz (1999) y Carrillo et al. (enviado)
encontraron que el P adicionado fue diferencialmente incorporado por la fraccion algal en
este periodo estacional y, posteriormente, sobre una escala temporal mas larga (dias), se
tradujo en crecimiento celular, alcanzandose abundancias de un orden de magnitud
superior a las de las condiciones iniciales.

Desde un punto de vista fisiologico, la respuesta transitoria previa implicaria una
movilizacion de carbohidratos no estructurales (ej. almidon) y lipidos acumulados en el
aparato plastidial durante la fase de limitacion de P (Van Donk y Essen 1995, Plaxton y
Carswell 1999, Ramos et al. en preparacion). Tras un incremento pulsado en la
disponibilidad de P, estos compuestos de C organico serian catabolizados, bien totalmente
hasta la obtencion de ATP y poder reductor, como fuentes de energia para sustentar los
procesos de biosintesis previos a la fase de crecimiento, bien parcialmente hasta acidos
organicos (ej. malico, citrico, etc.) a través de la ruta glicolitica alternativa constituida por
enzimas dependientes de PPi (pirofosfato inorganico), conservadora de la concentracion
intracelular de Pi (Plaxton y Carswell 1999), para posteriormente ser liberados al medio.
La naturaleza acida de los exudados permiten mantener un pH bajo en las inmediaciones
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Figura 6-9. Suministro (EOC) vs. demandas bacterianas (CARB) de
carbono fotosintético medidos en los tratamientos experimentales de luz y
de enriquecimiento con P (razon N:P). Las barras de error indican medias
+ DE. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 indican los niveles de significacion
entre ambas variables (#-test). n.s.: no significativo
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de las células, lo que favorece el estado disuelto y reactivo del Pi externo y, por tanto, su
susceptibilidad de ser incorporado por las células (Plaxton y Carswell 1999). El hecho de
que la disminucion de la tasa de PP se observara en los tratamientos sin UVB indica que
esta respuesta transitoria puede ser mas acentuada en condiciones de ausencia de UVB,
mas favorecedoras de la incorporacion de P (Hessen et al. 1995) y del crecimiento algal
(Vincent y Roy 1993, Cullen y Neale 1994, este estudio). Ademas, dado que los valores
de PP fueron mayores en los tratamientos sin UVB, se pudo detectar dicha respuesta con
una mayor resolucion en estos tratamientos de luz.

Otra posible interpretacion de la disminucion de la PP tras el enriquecimiento con
P se relacionaria con el metabolismo mixotrofico que exhibe buena parte de la comunidad
algal de La Caldera (ver Capitulo VIII), lo que constituye un rasgo caracteristico de las
comunidades algales de ecosistemas oligotroficos y de montafia (Nygaard y Tobiesen
1993, Arenovski et al. 1995, De Hoyos et al. 1998, Isaksson et al. 1999, Hitchman y
Jones 2000). Dado que las bacterias incorporan con alta eficiencia los nutrientes
minerales disueltos en condiciones de baja concentracion, debido a su alta relacion
superficie: volumen (Currie y Kalff 1984, Bratbak y Thingstad 1985, Giide 1985, Cotner
y Wetzel 1992, Thingstad et al. 1993, Kirchman 1994) y a sus altos requerimientos
minerales (bajas razones C:P y N:P, Fagerbakke et al. 1996), la mixotrofia es una
estrategia adaptativa en estos ecosistemas, puesto que permite “utilizar” a las bacterias
como fuente de nutrientes limitantes. Ademas, la mixotrofia permite a las algas eliminar a
sus potenciales competidores, las bacterias (Thingstad 1996), lo que es particularmente
ventajoso para las algas cuando éstas son deficientes en P (alta razon N:P; en Agosto).
Ademas de los nutrientes minerales, la bacterivoria implica un consumo por parte de las
algas del C organico contenido en las bacterias. Ello puede traducirse en un exceso
temporal del contenido intracelular de C en relacion con otros nutrientes (ej. alta razén
C:P) necesarios para el crecimiento algal, lo que explicaria tanto el incremento de las
tasas de excrecion de C organico como la disminucion de la tasa de fijacion de C en los
tratamientos enriquecidos.

Apoyando esta interpretacion, Sanders et al. (2001) encuentran que la adquisicion
de nutrientes minerales por mixétrofos (Ochromonas sp., Crisoficea) fue principalmente
obtenida a través del consumo de bacterias Sin embargo, algunos estudios han
evidenciado una relacion inversa entre la tasa de fagotrofia de mixotrofos y la
concentracion de nutrientes minerales disueltos (Urabe et al. 1999, Li et al. 2000),
mientras que otros muestran estimulos de la tasa de bacterivoria de mixdtrofos tras
enriquecimientos con nutrientes minerales, como resultado indirecto de un estimulo de las
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presas (Isaksson et al. 1999). Por tanto, no existe un consenso general acerca de las
variaciones que han de experimentar las tasas de bacterivoria en relacion con la
disponibilidad de nutrientes. Es posible, por tanto, que la capacidad de fagotrofia sea un
atributo relacionado con el estado fisiologico de las células (Isaksson et al. 1999),
relacionado con su composicion elemental (Urabe et al. 2000).

Una composicion elemental de las algas enriquecida en P (no limitacion) a finales
del periodo libre de hielo condicioné que la adicion de P no ejerciera efectos
significativos sobre las tasas de PP y de excrecion de C fotosintético. Villar-Argaiz
(1999) y Carrillo et al. (enviado) encontraron que, en este periodo estacional, una adicion
de P causé un incremento del volumen celular y de la “cell quota” (ug P cél™") de la
comunidad fitoplanctonica, que siguid una estrategia de consumo de lujo mas que de
crecimiento poblacional. Estos resultados apoyarian la falta de respuesta a la adicion de P
en nuestros experimentos, y que la radiacion ultravioleta, y no los nutrientes, fuera el
principal factor responsable del patrén de variacion experimental de las tasas de
produccién primaria y de excrecion absoluta y porcentual de C fotosintético (Tabla 6-4).

En conclusion, nuestros resultados concernientes a la actividad del fitoplancton
corroboran la hipotesis propuesta, ya que el enriquecimiento con P afect6 e interacciono
con el espectro de radiacion solar s6lo cuando las algas estuvieron limitadas por P.
Xenopoulos et al. (2002) también encontraron efectos interactivos significativos entre el
espectro de radiacion solar y el enriquecimiento con P sobre comunidades algales
limitadas por P, aunque, a diferencia de nuestros experimentos, obtuvieron una mayor
sensibilidad del fitoplancton a UVR cuando la disponibilidad de P fue mayor (ver
implicaciones).

Efectos del enriquecimiento con P sobre la respuesta bacteriana al espectro de
radiacion solar

La distinta composicion elemental inicial del bacterioplancton (razon N:Py)
también pudo condicionar el diferente patron de respuesta bacteriana al espectro de
radiacion solar en los dos periodos experimentales estudiados. A mediados de verano, los
valores de la razon N:P, fueron préximos a 20, mientras que en los experimentos de
finales del periodo libre de hielo la razon N:Py, indicaba una fuerte limitacion por P (N:P,
=40.6) (Medina-Sanchez et al. 2002, Villar-Argaiz et al. 2002 b, Carrillo et al. enviado).
De acuerdo con los umbrales propuestos por Chrzanowsky et al. (1996) en lagos
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oligotroficos, que relacionan composicion elemental y tasa de crecimiento de bacterias,
razones molares N:P, superiores a 20 son predictoras de un lento crecimiento bacteriano.
Estos criterios pueden explicar también que las tasas de incorporacion de timidina fueran
mas bajas a finales del periodo libre de hielo que en Agosto.

La sorprendente disminucion de la actividad bacteriana observada a mediados de
verano en nuestras condiciones experimentales podria ser interpretada como el resultado
de una ventaja competitiva de algas severamente limitadas por P frente a bacterias no
limitadas. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Villar-Argaiz (1999),
Duarte et al. (2000) y Carrillo et al. (enviado) sobre una escala temporal larga. Esta
documentado que el nanoplancton presenta ventaja competitiva sobre el bacterioplancton
en situaciones de alta concentracion de sustratos inorganicos (Tarapchak y Moll 1990,
Cotner y Wetzel 1992) o cuando las entradas de nutrientes minerales son pulsadas (Suttle
et al. 1988, Villar-Argaiz 1999, Villar-Argaiz et al. 2002 b). Bergeron y Vincent (1997),
en experimentos realizados con una aproximacion similar a la de nuestro estudio,
encontraron, tras el enriquecimiento con P, una disminucion en la abundancia bacteriana
y un crecimiento sostenido del nanoplancton bajo diferentes calidades de luz. Estos
autores explican sus resultados atendiendo a la ventaja competitiva del nanoplancton
frente a las bacterias debido a su mayor capacidad de almacenamiento de nutrientes,
como ya se ha documentado en otros estudios (Suttle et al. 1987, Sterner et al. 1995).

Sin embargo, s6lo una ventaja competitiva de las algas frente a las bacterias no
explicaria satisfactoriamente la disminucién de las tasas de incorporacion de TdR tras el
enriquecimiento. Un mecanismo responsable de esta disminucion podria ser la capacidad
bacterivora de algas mixotroficas, que al depredar selectivamente sobre las bacterias de
mayor tamafo, que son las mas activas y susceptibles de division celular (Gonzalez et al.
1990, Sherr et al. 1992, Pernthaler et al. 1996), provocarian un consumo de produccion
bacteriana mas que de efectivos de la comunidad bacteriana (Sherr y Sherr 1994),
generandose asi la disminucion de actividad bacteriana observada. Es entonces llamativo
que la bacterivoria tuviera un efecto mayor bajo condiciones de luz que en oscuridad, ya
que distintos estudios han documentado que la mixotrofia constituye una ventaja
adaptativa al utilizar la fraccion bacteriana como fuente de C en situaciones o ecosistemas
limitados por la luz (Caron et al. 1990, 1993). No obstante, nosotros consideramos que la
mixotrofia también seria ventajosa en sistemas sometidos a un estrés de intensidad y
calidad de radiacion solar, ya que este tipo de metabolismo permitiria a los mixo6trofos
utilizar a las bacterias como fuente de C en condiciones de fotoinhibiciéon de la
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fotosintesis, situacion general en ecosistemas oligotroficos de aguas claras (Capitulo
VIID).

A finales del periodo libre de hielo, la respuesta bacteriana pudo reflejar una
interaccion competitiva con las algas, pero condicionada por el régimen de luz, ya que fue
favorable a las bacterias solo en oscuridad y en luz completa. Este resultado estaria
relacionado con las razones elementales de partida de ambas fracciones. Puesto que la
composicion elemental inicial de las algas estaba enriquecida en P, probablemente como
resultado de una estrategia de consumo de lujo (Villar-Argaiz 1999, Carrillo et al.
enviado), mientras que las bacterias fueron deficientes en este elemento, éstas mostraron
una respuesta de crecimiento cuando las condiciones de luz fueron las mas desfavorables
al consumo de P por parte de las algas, esto es, presencia de UVB (Hessen et al. 1995,
1997) y oscuridad, quedando entonces este nutriente mas disponible para las bacterias. En
este sentido, es interesante destacar que las respuestas de inhibicion bacteriana debido al
enriquecimiento fueron, en conjunto, mas acentuadas en los tratamientos N:Pi4,
posiblemente debido a que en ellos la entrada de P fue cuantitativamente critica para
potenciar procesos de competencia o fagotrofia, pero, a diferencia de los tratamientos
N:Ps, insuficiente para satisfacer los requerimientos de P de ambas comunidades. No
obstante, la falta de estimulo de crecimiento bacteriano en los tratamientos enriquecidos
(N:Ps) sin UVB pudo deberse también a una limitacion potencial por C organico (ver
abajo).

Las modificaciones del patron de respuesta bacteriana al espectro de radiacion en
ambos periodos tras el enriquecimiento con P pueden ser interpretadas, por tanto, como
una consecuencia derivada de la interaccion competitiva alga-bacteria por el P y de la
estrategia mixotrofica del fitoplancton. Dependiendo de las razones elementales iniciales
de ambas comunidades, estos procesos condujeron a una falta de estimulo e incluso una
disminucion de la actividad bacteriana bajo todas (mediados de verano) o algunas (finales
de verano) condiciones de luz, variaciones que se superpusieron a los efectos que las
distintas regiones del espectro ejercen de forma subyacente sobre la actividad bacteriana.

Efectos del enriquecimiento con P y del espectro de radiacion solar sobre la
interaccion algas-bacterias: uso bacteriano del C fotosintético

El enriquecimiento con P ejercido efectos paralelos sobre la eficiencia de
asimilacion de C fotosintético (%PEA), la eficiencia de utilizacién de este C hacia nueva
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biomasa bacteriana (%CUED) y la tasa de incorporacion de timidina (IT), variables que
compartieron un mismo patron de respuesta al espectro de radiacion solar en cada periodo
experimental. Asi, cuando el enriquecimiento pulsado de P favorecio a las algas sobre las
bacterias, éstas experimentaron una inhibicion en su eficiencia de asimilacion y de uso
del C fotosintético y en su crecimiento. Por tanto, la concordancia entre estas variables de
actividad bacteriana obtenidas por dos diferentes aproximaciones metodoldgicas, esto es,
incorporacion de *H-timidina y de '*C organico por las bacterias, se sigue manteniendo a
pesar de las variaciones ocurridas con el enriquecimiento con P, lo que refuerza
nuevamente nuestras anteriores conclusiones.

El analisis comparativo de la demanda-suministro de C fotosintético evidencia
que, tras el enriquecimiento con P, las bacterias estuvieron potencialmente limitadas por
C soélo en los tratamientos N:Ps sin UVB en Octubre. Por ello, la carencia de estimulo de
actividad bacteriana en estos tratamientos pudo ser el resultado, no s6lo de una
competencia con las algas, sino también de una limitaciéon potencial por C fotosintético,
que establece un umbral maximo de crecimiento bacteriano si las bacterias no utilizan
otra fuente de C organico distinta al aportado por las algas. También en los tratamientos
no enriquecidos, la respuesta positiva bacteriana a UVA+PAR y PAR llegaba hasta un
maximo de actividad bacteriana, a partir del cual el C organico seria limitante. En los
tratamientos N:Py¢, la interaccion competitiva entre algas y bacterias predomin6 sobre la
interaccion comensalista, ya que la disponibilidad de C orgéanico fue suficiente para
soportar los requerimientos bacterianos.

IMPLICACIONES

Es llamativo el hecho de que un incremento pulsado de Pi actiie como sefial
desencadenante de cambios metabdlicos en las algas que condicionen variaciones en su
interaccion con las bacterias, dada la naturaleza pulsada de la mayor parte de las entradas
de P a este sistema (Carrillo et al. 1990 b, Villar-Argaiz et al. 2001, 2002 b, Morales-
Baquero et al. 1999). Nuestros resultados estan en linea con la documentada ventaja
adaptativa de las algas frente a las bacterias cuando las entradas de nutrientes limitantes
son pulsadas (Suttle et al. 1988, Cotner y Wetzel 1992, Villar-Argaiz 1999),
probablemente relacionada con la capacidad mixotrofica de la comunidad algal de La
Caldera (ver Capitulo VIII). Por tanto, las algas cuentan con estrategias que les confiere
ventaja sobre las bacterias, a pesar del elevado grado de adaptacion de éstas ultimas a la



148 Juan Manuel Medina Sanchez. Tesis Doctoral

radiacion ultravioleta (Capitulo V). Esta ventaja de la comunidad algal ayuda a explicar
su éxito y predominio sobre la comunidad bacteriana en este ecosistema a pesar de su
oligotrofia.

La mayoria de los efectos interactivos significativos observados entre el
enriquecimiento con P y las distintas regiones del espectro de radiacion solar sobre las
variables estudiadas tuvieron una naturaleza antagonica. Ello implica una atenuacion de
los efectos negativos de UVB 6 UVA, asi como de los positivos de UVA 6 PAR, tras el
enriquecimiento con P, hasta alterar el patron de respuesta al espectro de radiacion de
algunas variables, segun el periodo estacional (ej. EOC en Agosto, PB en Octubre). Por
tanto, se podria concluir que las entradas pulsadas de nutrientes minerales al sistema
parecen atenuar los efectos del espectro de radiacion. En este sentido, Behrenfeld et al.
(1994) observaron que UVB ejercia efectos sobre el fitoplancton sélo en muestras
enriquecidas con nutrientes, y sugirieron que el estrés nutritivo puede reducir o
enmascarar los efectos debidos al estrés por UVB, aunque también existen evidencias de
lo contrario (Cullen y Lesser 1991).

Sin embargo, nosotros consideramos que la atenuacion del estrés por radiacion
tras el enriquecimiento con P encontrada en nuestro estudio puede ser aparente. Asi, la
atenuacion de los efectos de UVR sobre la PP en los tratamientos enriquecidos
(interacciones antagénicas N:P x UVX), constituiria mas que un efecto interactivo de
“proteccion” frente a la radiacion ultravioleta, una consecuencia derivada de ajustes
metabolicos activados por el consumo de P, particularmente bajo las calidades de luz mas
favorables al ulterior crecimiento algal. Asimismo, estos ajustes metabolicos condicionan,
a través del incremento de las tasa de excrecion de C fotosintético (EOC), la atenuacion e
incluso cambio de signo de los efectos de UVB y UVR sobre esta variable. No obstante,
la radiacion UVR siguid siendo el principal factor responsable de los mayores valores del
porcentaje de excrecion de C (%EOC) en el conjunto de los experimentos tras el
enriquecimiento con P. Estos resultados evidencian que la radiacion UV puede actuar
amortiguando la tendencia de un incremento de la razéon C:P de las algas (ej. por
incremento de carbohidratos, ver Van Donk y Hessen 1995) en ecosistemas de aguas
claras, independientemente de su composicion elemental inicial. En este sentido,
Xenopoulos et al. (2002) encontraron que uno de los principales efectos de la radiacion
UV fue disminuir la razén C:P de algas, lo que puede tener consecuencias en los niveles
troficos superiores al modificarse la calidad de su alimento.
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En el caso de las respuestas bacterianas, la atenuacion de los efectos del espectro
de radiacion solar tras el enriquecimiento estuvo condicionada por la interaccion alga-
bacteria, por lo que un conocimiento mas preciso de los factores que afectan al
bacterioplancton requiere el estudio experimental del efecto de estos factores (espectro de
radiacion solar, nutrientes limitantes) en presencia vs. ausencia de algas, materia del
Capitulo siguiente.






CAPITULO VII

Modulacion de la respuesta bacteriana al

espectro de radiacion solar por algas y nutrientes

Parece que existe una comunidad de materia a lo largo de
todo el universo visible, porque las estrellas contienen muchos de
los elementos que existen en el Sol y en la Tierra. Es notable que
los elementos difundidos mas ampliamente entre las huestes de
estrellas sean algunos de los elementos mas estrechamente
relacionados con los organismos vivientes de nuestro globo, entre
ellos el hidrégeno, el sodio, el magnesio y el hierro.

William Huggins (1824-1910)
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INTRODUCCION

Esta establecido que un nutriente dado limita el crecimiento de los organismos
cuando la disponibilidad del mismo es inferior a los requerimientos que de ¢l tienen los
organismos (Redfield 1958, Sterner y Elser 2002). El carbono orgénico, que es aportado
directa o indirectamente por los productores primarios y sustenta el crecimiento de
bacteriano (Rheinheimer 1992), ha sido considerado como el nutriente que primariamente
limita la produccién bacteriana. Este paradigma se ha establecido como inferencia de la
correlacion positiva de biomasa y produccion entre fitoplancton y bacterias (ej. Cole et al.
1988), aunque la limitacion de la actividad por carbono también ha sido demostrada
directamente a partir de experimentos de enriquecimiento (Kirchman 1990, Kirchman et
al. 1993, Carlson y Ducklow 1996, Rivkin y Anderson 1997, Vrede et al. 1999, Van
Wambeke et al. 2002 a). Sin embargo, otros estudios han mostrado que el crecimiento
bacteriano es estimulado por adiciones de nutrientes minerales (P 6 N) solos (Toolan et
al. 1991, Coveney y Wetzel 1992, Rivskin y Anderson 1997, Vrede et al. 1999), en
presencia de DOM fotoalterado (Reche et al. 1998), o conjuntamente con C organico o P
inorgéanico (Morris y Lewis 1992, Rivskin y Anderson 1997, Vrede et al. 1999).

Basandose en la obtencion de estimulos moderados de crecimiento bacteriano tras
la adicion de P solo o de glucosa sola, Felip et al. (1996) propusieron que, en condiciones
in situ, tanto los nutrientes minerales como el carbono organico podrian co-limitar el
crecimiento bacteriano. En teoria, una co-limitacion real de bacterias heterotréficas por P
y C implicaria que la produccion bacteriana se estimularia s6lo tras enriquecimientos con
C+P, pero no con C o P solos. Sin embargo, bacterias CP-limitadas pueden ser
estimuladas por la adicion de solo P si con ello se produce un incremento de la
produccion primaria y por tanto de la tasa absoluta de excrecion de C organico (Van
Wambeke et al. 2002 a). Por el contrario, la adicion de so6lo C organico estimulara
exclusivamente a las bacterias heterotroficas y puede modificar la competencia alga-
bacteria por el P a favor de las bacterias. En conclusion, las bacterias co-limitadas por C y
P pueden ser estimuladas por la adicion de P o C solos (Van Wambeke et al. 2002 a).

En nuestro estudio, la produccion bacteriana parece estar controlada
fundamentalmente por la tasa de excrecion algal de C fotosintético (Capitulo IV), y
también responde a un enriquecimiento con P, aunque mediada por procesos de
interaccion con el fitoplancton segun su composicion elemental y régimen de radiacion
solar (Capitulo VI). Por tanto, surge la cuestion de determinar la importancia relativa de
ambos factores (C fotosintético vs. P) en el control del crecimiento bacteriano, y como
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modulan la respuesta bacteriana al espectro de radiacion solar. Hasta donde nosotros
conocemos, existe muy poca informacién acerca de la influencia de las algas y del
régimen de radiacion solar sobre la actividad bacteriana (Aas et al. 1996, Sommaruga et
al. 1997), y practicamente no se ha abordado el estudio de los efectos interactivos algas-
nutrientes sobre el crecimiento bacteriano en diferentes calidades de luz.

Por tanto en este Capitulo nos proponemos como objetivos:

6)] dilucidar experimentalmente si la respuesta bacteriana al espectro de radiacion
solar depende de la presencia de las algas como fuente de C organico;

(i1) evaluar la importancia relativa de la presencia de algas vs. enriquecimiento con P
en la respuesta bacteriana a la radiacién solar cuando la comunidad bacteriana
presentd una composicion elemental pobre en P (alta razén N:Py).

Al mismo tiempo, los experimentos llevados a cabo para abordar estos objetivos
nos brindan la oportunidad de:

(iii)  evaluar la consistencia del patron de respuesta bacteriana al espectro de radiacion
solar seglin una escala interanual, durante dos periodos clave en relacion con el
desarrollo de la comunidad plancténica y con la composicion elemental relativa
de las comunidades fitoplanctonica y bacteriana.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Los experimentos se realizaron en distintas fases del desarrollo de la comunidad
durante el periodo libre de hielo de los afios 1997 y 1998 en dias despejados. La toma de
muestras y la aproximacion experimental y analitica (produccion bacteriana) siguio el
mismo procedimiento descrito en el Capitulo V.

Para evaluar el efecto de las algas sobre la actividad bacteriana se llevo a cabo un
disefio experimental de 2 X 4 tratamientos: presencia vs. ausencia de algas, en los cuatro
tratamientos de luz (Cuarzo: UVB+UVA+PAR; Mylar-D: UVA+PAR; UF3: PAR;
Oscuro). Los tratamientos experimentales presencia vs. ausencia de algas se obtuvieron
filtrando la muestra compuesta de agua del lago por filtros de 40 pm (Nytal) y de 1 pym
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(Whatmann GF/B) de tamafio de poro, respectivamente. Dada la ausencia de
solapamiento de tamafo entre los organismos de La Caldera (Echevarria et al. 1990,
Carrillo 1989, Medina-Sanchez et al. 1999, Villar-Argaiz 1999), la fracciéon comprendida
entre 1 y 40 pm correspondié esencialmente al fitoplancton, ya que la densidad de
ciliados y de nanoflagelados heterotroficos fue muy escasa (Medina-Sanchez et al. 1999,
ver Capitulo III). La fraccion comprendida entre 0.2-1.0 um correspondio a las bacterias
heterotroficas, ya que el picoplancton autétrofo no se encontrd representado en este
ecosistema (ver Capitulo III). La filtracion a través de 1 um (GF/B) no supuso una
retencion significativa de bacterias, dado su pequefio tamafio (cocos, la forma dominante
0.28 um de didmetro medio; bacilos: 0.9 x 0.28 pm de longitud y anchura medias). De
hecho, no se encontraron diferencias significativas (¢-test para muestras dependientes,
p>0.2 um, n=6) en la abundancia bacteriana entre muestras de agua entera vs. agua
filtrada por 1 um (GF/B). La filtracion por GF/B se realizd por gravedad y hasta un
volumen méximo de 100 ml de agua del lago por filtro para evitar la obturacion de sus
poros (Medina-Sanchez et al. 2002).

Con objeto de evaluar la importancia relativa de la presencia de las algas y del
enriquecimiento con P inorganico sobre una comunidad bacteriana deficiente en este
nutriente (razén N:P, > 40), se llevé a cabo un disefio experimental de 2 x 2 x 4
tratamientos: agua del lago no enriquecida vs. enriquecida con P (con dos niveles),
presencia vs. ausencia de algas, y los cuatro tratamientos de luz anteriormente
mencionados. El enriquecimiento con P se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo que
el descrito en el Capitulo VI. En el caso de los tratamientos enriquecidos sin algas, el
NaH,POj, se afiadi6 después de filtrar el agua de la muestra compuesta a través de 1 pm.

Analisis estadisticos

El efecto del espectro de radiacion solar, de las algas y de su interaccion se
examind mediante ANOVA de 2 vias. Ademas, el efecto interactivo entre cada region del
espectro de radiacion solar y la retirada de las algas se verifico mediante los
correspondientes ANOVAs de 2 vias, incluyendo en cada analisis los tratamientos de luz
que exclusivamente se distinguen en una determinada region espectral. Asimismo, el
efecto del enriquecimiento con P, de la presencia de algas y de su interaccion se examino
para cada tratamiento de luz mediante ANOVA de 2 vias. Las diferencias entre
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tratamientos se examinaron mediante analisis de contrastes (LSD), ajustando las
probabilidades del analisis al test de Bonferroni.

Se verificaron las asunciones requeridas por el ANOVA tal y como se describe en
los Capitulos anteriores, y los datos se transformaron logaritmicamente cuando estas
condiciones no se cumplian.

RESULTADOS
Patrones de respuesta bacteriana al espectro de radiacién solar (agua entera)

En los tratamientos experimentales de luz realizados con agua filtrada por 40 pm
(entera), los resultados mostraron un consistente patron de actividad bacteriana segiin una
escala tanto intra-anual como inter-anual (Tabla 7-1, Figura 7-1). Los rasgos de este

Tabla 7-1. Efectos experimentales de cada region espectral de la radiacion solar en
presencia (SI) y ausencia (NO) de algas, expresados como variacion porcentual
[A(%)] de las tasas de incorporacion de TdR con respecto a cada control, en
diferentes experimentos. Niveles de significacion: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
n.s. no significativo.

10/0ct/1997  12/Ago/1998  19/Ago/1998  12/Oct/1998

Efecto Algas  A(%) p A%) p A%) p A%) p
UVB SI -82  wx -66 % 48 -75 s
NO -65  x 13 ns. 9 ns. 56 =%
UVA SI 34 n.s. 160 s 70 I ns.
NO 195 = 7 n.s. 62 n.s. 27 n.s.
UVR SI =78 ek -11 ns. -11 ns. =75 wwx
NO 2 ns. 21 ns. 77 n.s. -68 %
PAR SI 181 % 479  wx 120 = 148 e
NO -13 ns. -30 n.s. -24 ns. 63
(UVA+PAR)  SI 278  wx 1405 s 274 sk 150 sk
NO 157 = -25 ns. 22 n.s. 19 ns.
Luz SI =37 wx 415 % 9% = =38 wx

NO -11 n.s. -15 ns. 34 n.s. 48 =
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Incorporacién de *H-timidina (pmol I'' h™)

o 27/08/97

Oscuro  UVB+UVATPAR UVA+PAR PAR
2% 6
12/08/98 c st 19/08/98

Oscuro UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR

c c
s 10/10/97 ¢ 12/10/98

Oscuro UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR

Tratamientos de luz

Figura 7-1. Tasas de incorporacion de timidina bajo diferentes calidades de luz.
Notese el diferente efecto neto de la radiacion solar completa (tratamiento
UVB+UVA-+PAR vs. Oscuro) en los dos periodos estacionales estudiados, en
ambos afios. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos de luz. Barras de error: medias *+ DE.
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patrén fueron: (i) un significativo efecto inhibidor de la radiacion UVB sobre las tasas de
incorporacion de timidina; (ii) un significativo incremento (3-4 veces en promedio) de las
tasas de incorporacion de timidina bajo los tratamientos PAR y UVA+PAR, en
comparacion con los respectivos tratamientos oscuros, debido al efecto estimulador
ejercido principalmente por PAR (en todos los experimentos), y secundariamente por
UVA (en dos de los tres experimentos de Agosto).

La respuesta bacteriana a la radiacion solar completa varidé en los dos periodos
estacionales estudiados en ambos afios. A mediados de verano, las tasas de incorporacion
de timidina en los tratamientos UVB+UVA+PAR fueron significativamente mayores que
las obtenidas bajo los tratamientos oscuros. Por tanto, la luz solar completa ejercié un
efecto estimulador neto, a pesar del efecto inhibidor ejercido por UVB. Por el contrario, a
finales de los periodos libres de hielo, la luz solar completa ejercié un efecto inhibidor
neto (Tabla 7-1, Figura 7-1).

Efectos de las algas sobre la respuesta bacteriana al espectro de radiacién solar

En todos los experimentos, la eliminacion de la fraccion algal produjo una
significativa disminucion de las tasas de incorporacion de timidina en todos los
tratamientos de luz (Tabla 7-2, Figura 7-2), asi como una pérdida o atenuacion de los

Tabla 7-2. Efectos experimentales de la retirada de las algas (—A) en cada
tratamiento de luz (ver texto) expresados como variacion porcentual [A(%)] de las
tasas de incorporacion de TdR con respecto a cada control, en diferentes
experimentos. Niveles de significacion: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no

significativo.
10/0ct/1997 12/Ago/1998 19/Ago/1998 12/0ct/1998
Efecto Trat. A(%) p A%) p A%) p A%) p
(=A) Qz -60 % -83  wx -55 * -45 %
My -81 % 205wk -78 ek -69  ewk
UF3 91 sk -87 77 s =57 wwx

Os S72 0wk 7 n.s. -34  n.s. =35 %
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efectos que distintas regiones del espectro de radiacion solar ejercian sobre la PB en agua
entera. Estas modificaciones se reflejaron en interacciones significativas de caracter

antagonico (Tabla 7-3, Figura 7-3).

A finales de los periodos libres de hielo, la eliminacion de la fraccion algal no
modifico significativamente el efecto negativo neto que ejercia la luz solar completa
sobre la PB, a pesar de que la disminucion de PB asociada a la retirada de las algas
también tuvo lugar en los tratamientos oscuros. Como consecuencia, no se obtuvo un

efecto de interaccion Luz solar completa X (—algas) (Figura 7-3).

3.0

*kk

2.0F

0.5r

3.0

,sl 12/08/98 % g;”a&l‘;iis sl %*** 19/08/98
20t
15f * -
) N o ns.
=== L

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR

1.50

PAR Oscuro

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR

Oscuro

10/10/97  w

1.25F
1.00F
0.75

0.50

*k

Incorporacién de *H-timidina (pmol I'' h™)

0.25r

o=

*kk

Tk

B

1.50
1.25F
1.00F
0.75r
0.50

0.25r

L=

12/10/98

-

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR

PAR Oscuro

0.0
UVB+UVA+PAR UVA+PAR

Tratamientos de luz

kK
PAR

Oscuro

Figura 7-2. Efecto de la eliminacion de la fraccion algal sobre la tasa de
incorporacion bacteriana de timidina en distintas calidades de luz y periodos
experimentales. Barras de error: medias = DE. Niveles de significacion: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.
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Efecto de las algas y del enriquecimiento con P sobre la respuesta de bacterias
deficientes en P al espectro de radiacion solar

Considerando como control absoluto el tratamiento sin algas y sin P (—A-P), la
adicion de P hasta N:Pjs (-A+Pys) incrementd significativamente las tasas de
incorporacion de timidina s6lo en los tratamientos de luz solar completa y oscuro,
mientras que la adicién de P hasta N:Ps (—A+Ps) las increment6 significativamente en
todos los tratamientos de luz (Tabla 7-4, Figura 7-4). Todos estos incrementos fueron
particularmente pronunciados en los tratamientos de luz solar completa, lo que condujo a
la supresion del efecto inhibidor que UVB y luz solar completa ejercian sobre la actividad
bacteriana en los controles (—A—P) (Tabla 7-5). La presencia de algas en condiciones no
enriquecidas (+A—P) estimuld la actividad bacteriana en todos los tratamientos de luz,
particularmente los sometidos a radiacion solar sin UVB (Tabla 7-4, Figura 7-4), ya que
tanto UVB como la luz solar completa atin ejercieron efectos inhibidores (Tabla 7-5).

Tabla 7-3. Efectos de la radiacion solar (1) y de la
retirada de algas (2), sobre la incorporacion de
TdR, segiin el modelo ANOVA de 2-vias. gl, g2:
grados de libertad. PV: Porcentaje de la varianza
explicada calculada como suma de cuadrados del
tratamiento/suma de total de cuadrados.

Fecha Efecto gl g2 F ) p PV

10/10/97 1 3 16 36.32 <0.0001 12.49
2 16 243.36 <0.0001 83.69

1x2 16 10.11 <0.0006 3.48

Error 0.34

12/08/98 1 3 16 19.09 <0.0001 7.33
2 1 16 210.53 <0.0001 80.87

Ix2 3 16 29.70 <0.0001 11.41

Error 0.38

19/08/98 1 3 16 22.07 <0.0001 12.02
16 141.88 <0.0001 77.30
Ix2 3 16 18.60 <0.0001 10.13

Error 0.54

12/10/98 1 3 16 133.86 <0.0001 27.71
2 1 16 302.02 <0.0001 62.51

1x2 3 16 46.25 <0.0001 9.57

Error 0.21

W =

N
—_
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Variable respuesta: Incorpoacion de TdR

10/10/97 —o— Conalgas UVB X (—A) F(l,g): 4.12 p>0075
038 % Sinalgas | UVA x (-A) Fag= 457 p>0.065
UVR x (=A) Fag= 39.39 p<0.001
06 PAR x (<A) Fug= 35.57 p<0.001
04 (UVA*PAR) X (-A) Fug= 147 p>0.260
LUz X (—A) F(l,g): 3.15 p>0114
02
[ - - - - u
0.0
0.2 . . . .
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro
3.0
UVB X (—A) F(]yg): 10.86 p<0015
25 12/08/98 UVA x (A) Fug= 13.46 p<0.007
20 UVR X (=A) Fug= 0.60 p>0.460
PAR x (-A) Fug= 48.12 p<0.001
'3 (UVA+PAR) X (=A) Fug= 101.05 p<0.001
1.0 LUZ X (—A) F(]yg): 21.76 p<0002
05
0.0
“UVBIUVATPAR UVAPAR PAR Oscuro
25 .
UVB x (=A) Fog= 2453 p<0.002
Lol 1088 UVA  x (-A) Fus= 950 p<0.016
UVR X (—A) F(],g): 2.88 p>0127
15 PAR X (—A) F(],g): 15.55 p<0005
(UVA+PAR) x (-A) Fag= 53.53 p<0.001
o LUZ X (=A) Fag= 553 p<0.050
0.5 "-- - - .
- - .
0.0 . . . .
UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro
1.0
UVB X (—A) F(],g): 101.15 p<0001
osl 121008 UVA  x (-A) Fug= 242 p>0.158
UVR x (=A) Fug= 5328 p<0.001
06 PAR x (=A) Fug= 43.52 p<0.001
(UVA+PAR) x (-A) Fug= 83.74 p<0.001
04 LUz X (—A) F(],g): 0.52 p>0489
02 -me ‘m

0.0 - -
UVB+UVA+PAR UVA+PAR

PAR

Tratamientos de luz

Oscuro

Figura 7-3. Efectos interactivos entre las distintas regiones espectrales y
la retirada de algas sobre la incorporacion de TdR segin el modelo

ANOVA de 2-vias.
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El efecto combinado de la presencia de algas y del enriquecimiento con P condujo
a una pronunciada modificacion del patron de respuesta bacteriana al espectro de
radiacion solar descrito arriba (Figura 7-4), obteniéndose una interaccion sinérgica
significativa entre los dos factores (presencia de algas y enriquecimiento con P) en el
tratamiento oscuro, una interaccion antagonica significativa en los tratamientos de luz sin
UVB, y ausencia de interaccion bajo luz solar completa (Tabla 7-6, Figura 7-4).

DISCUSION

El patron de respuesta bacteriana al espectro de radiacion solar, asi como sus
variaciones intraanuales, fue consistente interanualmente en condiciones no manipuladas
de agua del lago. Las argumentos discutidos en los Capitulos V y VI en relacion con el
papel de los mecanismos de fotoreparacion y de la disponibilidad de C fotosintético como
factores clave que condicionan tal patron de respuesta bacteriana, no parecen ser
suficientes para explicar las diferencias en el efecto neto ejercido por la luz solar
completa sobre el crecimiento bacteriano entre los dos periodos experimentales
estudiados. El conocimiento de las causas de estas diferencias estacionales es importante
ya que los resultados obtenidos en los tratamientos de luz completa son los mas proximos
a las condiciones del lago.

Nuestros resultados muestran que el efecto inhibidor de UVB sobre la PB fue mas
pronunciado en Octubre que en Agosto (Tabla 7-1), a pesar de que la intensidad de
radiacion UVB incidente a la superficie del lago es mas baja en Octubre, debido al mayor
angulo solar (Figura 5-1, Capitulo V). Como ya se discutio en el Capitulo V, la
disminucion de la abundancia de fitoplancton ocurrida en Octubre podria explicar en
parte estos resultados. No obstante, las variaciones de la densidad de fitoplancton pueden
no ser suficientes para condicionar estas diferencias tan marcadas en la intensidad de
inhibicion por UVB, ya que segun las predicciones del modelo modificado de Morris et
al. (1995), la concentracion de DOC explico hasta un 89% de la varianza de Ky;. Es
posible, por tanto, que otros factores, ademas de la variacion en la transparencia del lago
a la radiacion UV, puedan determinar una mayor vulnerabilidad de las bacterias en este
periodo a UVB, condicionando que el efecto neto de la luz solar completa fuera negativo.

Kaiser y Herndl (1997) discuten que la intensidad de inhibicion de la actividad
bacteriana por la radiacion UVB, asi como la rapidez de recuperacion por efecto de UVA
y PAR, puede depender de la disponibilidad de nutrientes para las bacterias.
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Efectivamente, nuestros experimentos muestran que la eliminacion de la fraccion algal
resultd en una disminucion de las tasas de incorporacion de timidina bajo los tratamientos
de luz, que condujo a una pérdida del efecto estimulador de UVA, UVA+PAR (en ambos
periodos experimentales) y luz solar completa (finales del periodo libre de hielo). Estos
resultados son consistentes con los obtenidos por otros autores (Aas et al. 1996,
Sommaruga et al. 1997), y muestran que la respuesta bacteriana al espectro de radiacién
solar es dependiente de la presencia de algas. Sommaruga et al. (1997) sefialan que las
algas pueden ejercer un efecto de “escudo fotoprotector” de radiacion UV para las
bacterias. Nosotros consideramos que, de ser relevante este efecto fotoprotector, la
actividad bacteriana no tendria por qué disminuir al retirar la fraccion algal en aquellos
tratamientos cuyo régimen de radiacion no implicé un dafio a las bacterias (ej.
tratamientos PAR, UVA+PAR, y oscuridad, ver Figura 7-2). Por lo tanto, interpretamos
que el papel modulador de las algas esta fundamentalmente relacionado con el suministro
que realizan de C fotosintético. Nuestra interpretacion estd sustentada por el incremento
en la excrecion de C fotosintético en los tratamientos con UVR, que es utilizado por las
bacterias (ver Capitulo V) y que se refleja sobre una escala espacio-temporal mas amplia
en la relacion directa significativa encontrada entre EOC y PB (ver Capitulo V).

Tabla 7-4. Efectos experimentales de la adicion de P (dos niveles: +P4, +Ps),
presencia de algas (+A), y ambos factores simultaneos (+A+P;s, TA+Ps) en cada
tratamiento de luz (ver texto) expresados como variacion porcentual [A(%)] de las
tasas de incorporacion de TdR con respecto a cada control. Niveles de significacion:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.

UVB+UVA+PAR UVA+PAR PAR Oscuro

Efecto A%)  p A% p A% p  A%) p
(—A+Pp) 265 Kk 15 ns. -19 n.s. 66 %
(—~A+Ps) 275 sk 66 46 54
(+A-P) 8 x 221 133 o 53w
(+A+Py6) 201 sk 78 39wk 185 s
(+A+Py) 466 kEk 50 % 37wk 200 sk

La dependencia bacteriana del C fotosintético se manifiesta incluso en la
disminucion de su actividad en los tratamientos oscuros de Octubre al retirar la fraccion
algal. Estos resultados indican que la liberacion de C es un proceso funcional neutro que
puede continuar durante periodos de tiempo de oscuridad posteriores a la exposicion a la
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luz, lo que esta en linea con los resultados obtenidos por Mague et al. (1980), e incluso
puede estar relacionado con la respuesta EPIR (ver Capitulo 1V). Ademads, nuestros
resultados indican una baja biodisponibilidad del C orgénico disuelto “viejo” del lago,
dada la baja actividad bacteriana y la pérdida o atenuacion del patron de respuesta al
espectro de radiacion solar en ausencia de algas, lo que contrasta con los resultados
obtenidos por otros autores (Aas et al. 1996, Somaruga et al. 1997). Nuestros resultados
también podrian reflejar una fotoalteracion del carbono autdctono que conduce a una
disminucion de su biodisponibilidad (Benner y Biddanda 1998, Obernosterer et al. 1999,
Obernosterer et al. 2001, Reche et al. 2001).

1.0
3 L1 (-A-P)
= (-A+P )
= 0.8} (-A+Ps)
E I I (+A-P)
bt Bl (+A+P )
S 06f Bl (+A+P))
E
%)
': 04r I I
S
&
[
e 0.2 B I
i
=

0.0 L

UVB+UVA+PAR UVA+PAR Oscuro

Tratamientos de luz

Figura 7-4. Respuesta a diferentes tratamientos experimentales de una
comunidad bacteriana inicialmente deficiente en P (alta N:P,). Leyenda:
ver texto. Barras de error: medias + DE.

Aunque los mecanismos de fotoreparacion pudieron actuar en ausencia de algas,
s6lo se manifestaron como crecimiento bacteriano adicional cuando las algas (fuente de C
organico) estuvieron presentes. Este hecho subraya que el efecto de la radiacion solar
sobre las bacterias fue indirecto y mediatizado por la presencia de algas, lo que se revela
en la atenuacion de los efectos negativos de UVB o de luz completa, asi como de los
positivos de UVA, PAR ¢ luz completa en ausencia de algas.
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Por tanto, la presencia de algas (como fuente de C) no explica el diferente efecto
neto de la luz solar completa sobre las bacterias, puesto que, en ausencia de algas, la luz
no ejercidé ningln efecto directo sobre las bacterias en el periodo central del verano,
mientras que su efecto continué siendo inhibidor a finales del periodo libre de hielo.

Como se vio en el Capitulo VI, la composicion elemental de las bacterias se
revela como factor clave que puede explicar el efecto neto de la luz solar en los distintos
periodos experimentales. Cuando las bacterias presentaron una composicion elemental
mas equilibrada, la luz solar completa ejercié un efecto estimulador neto (con algas) o
nulo (sin algas), de forma que los procesos de fotoreparacion pudieron contrarrestar el
efecto inhibidor de UVB. Por el contrario, a finales del periodo libre de hielo, una severa
deficiencia bacteriana en P (razon N:Py, > 40) determiné que la luz solar completa siempre
ejerciera un efecto negativo. Esta explicacion es soportada experimentalmente por la

Tabla 7-5. Efectos de cada region espectral de la radiacion solar en distintos tratamientos
experimentales (ver texto), expresados como variacion porcentual [A(%)] de las tasas de
incorporacion de TdR con respecto a cada control. Niveles de significacion: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo.

-A-P -A+P 4 -A+P; +A-P +A+P +A+Ps
Efecto A%) p  A%) p  A%) p  A%) p A% p A(%) p

UVB 56 x 38 =* -1 ns. =75 s -4 n.s. 64 n.s.
UVA -27 n.s. 5 ns. -17 n.s. 1 ns. 113 = -20 n.s.
UVR -68  xx 45 * -18 n.s. =75 s 105 n.s. 32 ns.
PAR 63 =x -21 n.s. 54 % 148 s -65 wx 43 %%
(UVA+PAR) 19 n.s. -17 n.s. 28 % 150 s -26 n.s. =54 e
Luz 48  x 14 n.s. 27 n.s. =38 s -29 n.s. -25 n.s.

supresion del efecto inhibidor de UVB y de la luz solar completa en Octubre después de
un enriquecimiento con P (hasta las razones N:Ps y N:Ps), tanto en presencia como en
ausencia de algas (Figura 7-4, Tabla 7-5, ver también Capitulo VI). De aqui se infiere que
bacterias deficientes en P serian mas vulnerables al efecto negativo ejercido por UVB que
bacterias con una composicion elemental mas equilibrada. Las causas de esta mayor
vulnerabilidad pueden estar relacionadas con las mayores necesidades de fosforo para la
sustitucion metabolica de los constituyentes celulares danados por la radiacion UVB o
para proporcionar metabolitos (ej. ATP) implicados en procesos de reparacidon no
dependientes de la luz (Xenopoulos et al. 2002).
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Hasta donde conocemos, no existen estudios realizados in situ que hayan
documentado los efectos conjuntos de la presencia de algas y de nutrientes limitantes
sobre la actividad bacteriana bajo diferentes calidades de radiacion solar. Dado que la
presencia de algas jugd un papel determinante en el patron de respuesta bacteriana al
espectro de radiacion solar en ambos periodos experimentales, y el enriquecimiento con P
modifico este patron principalmente en Octubre, cuando la composicion elemental de las
bacterias fue deficiente en P, nosotros hemos evaluado experimentalmente los efectos
ejercidos por cada factor y sus interacciones en estas particulares condiciones.

Asi, el enriquecimiento con P en Octubre (tanto en los tratamientos N:P;s como
N:Ps) condujo a un moderado estimulo directo de la actividad bacteriana, particularmente
en los tratamientos N:Ps, consecuencia de una mejora de la composicion elemental de las
bacterias. No encontramos actualmente una explicacion satisfactoria para la inesperada
ausencia de estimulo significativo directo (ausencia de algas) de la actividad bacteriana
en los tratamientos N:Pys bajo UVA+PAR y PAR.

Tabla 7-6. Efectos de la presencia de algas (1) y de la adicion de P
(2), segun el modelo ANOVA de 2-vias. gl, g2: grados de libertad.
PV: Porcentaje de la varianza explicada calculada como suma de
cuadrados del tratamiento/suma de total de cuadrados.

Tratamiento Efecto gl g2 Fuim p PV

UVB+UVA-+PAR 1 1 12 791 <0.0157 16.56
2 2 12 36.84 <0.0001 77.15

1x2 2 12 2.00 >0.1777  4.19

Error 2.09

UVA+PAR 1 12 48.40 <0.0001 54.90
2 12 9.40 <0.0035 10.67

1x2 2 12 29.35 <0.0001 33.30

Error 1.13

PAR 1 12 26.79 <0.0003 17.77
2 2 12 70.83 <0.0001 47.00

1x2 2 12 52.08 <0.0001 34.56

Error 0.66

Oscuro 1 12 111.08 <0.0001 64.15
2 2 12 43,95 <0.0001 25.38

1x2 2 12 17.13 <0.0002 9.89

Error 0.58

[N

—_—

—_—
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A partir de los resultados experimentales mostrados en la Figura 7-4 puede ser
inferido que, en ausencia de algas, el efecto de la adicion de P sobre bacterias deficientes
en este elemento (tratamientos —A+P;s 6 —A+Ps) fue eliminar su vulnerabilidad a la
radiacion UVB, mientras que la presencia de algas en condiciones de agua no enriquecida
no hizo que las bacterias fueran mas resistentes a la radiacion UVB; su efecto fue el de
potenciar la actividad bacteriana, que alcanzé un aparente umbral maximo en los
tratamientos de luz donde se excluyé UVB pero estuvieron presentes las regiones del
espectro con capacidad fotoreparadora, esto es UVA y PAR (Kim y Sancar 1993,
Friedberg et al. 1995, Quesada et al. 1995, Kaiser y Herndl 1997). Este umbral maximo
de crecimiento bacteriano vendria determinado por la razén entre la disponibilidad y los
requerimientos bacterianos de C fotosintético, que en dichos tratamientos comenzaria a
ser limitante.

Los efectos interactivos de ambos factores (algas y P) fueron el reflejo de la
relacion competitiva entre algas y bacterias, modulada por el régimen de luz, y que, como
se expuso en Capitulo anterior, resultdé en una alteracion del patron de respuesta
bacteriana al espectro de radiacion solar tras la adicion pulsada de P. Asi, la interaccion
antagonica algas X P encontrada en los tratamientos UVA+PAR y PAR (Tabla 7-6) seria
indicativo de un resultado ventajoso para las algas bajo un régimen de radiacion solar sin
UVB; la interaccion sinérgica obtenida en el tratamiento oscuro indica una ventaja
competitiva de las bacterias. Finalmente, la ausencia de interaccion algas X P en luz solar
completa indica una ausencia de ventaja de una comunidad sobre la otra en estas
condiciones. Estos resultados muestran que la naturaleza de la interaccion alga-bacteria
(comensalismo vs. competencia) puede estar modulada por el régimen de luz y de
suministro de nutrientes minerales, y estan en linea con los aportados por Gurung et al.
(1999) (con cautela por las diferencias en las condiciones experimentales entre ambos
estudios), quienes encontraron cambios desde un comensalismo por C a una competencia
por P dependiendo del suministro de nutrientes y de la intensidad de PAR en condiciones
de cultivo.

CONCLUSIONES

En resumen, nuestros resultados indican que: (i) el patron de respuesta bacteriana
al espectro de radiacion solar fue consistente interanualmente y dependio de la presencia
simultanea de las algas; (ii) la respuesta bacteriana a la radiacion solar completa en
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condiciones no manipuladas del agua del lago fue el resultado neto de procesos de dafio y
de recuperacion, y estuvo relacionada con la composicion elemental de las bacterias. Asi,
una razéon N:P bacteriana equilibrada (mediados de verano), junto con la presencia de
algas, condujo a un estimulo del crecimiento bacteriano como respuesta al suministro de
C fotosintético, evidenciando un efecto neto positivo de la radiacion solar completa. Por
el contrario, cuando la composicion elemental de las bacterias fue deficiente en P
(Octubre, alta razoén N:Py), el crecimiento bacteriano resulté mas fuertemente inhibido por
UVB, y el efecto neto de la radiacion solar completa fue negativo, indicando una
insuficiencia de los mecanismos de recuperacion y, por tanto, una mayor vulnerabilidad
de bacterias deficientes en P a la radiacion UVB; (iii) en ausencia de algas y, como
consecuencia, con un crecimiento bacteriano disminuido, la radiacion UVB ejercié un
efecto inhibidor directo sobre las bacterias s6lo cuando éstas tuvieron una razén N:Py, alta,
lo que refuerza la idea de una mayor vulnerabilidad de las bacterias a la radiacion UVB
cuando su composicion elemental es deficiente en P.

Nuestros resultados indican que la respuesta bacteriana al espectro de radiacién
solar fue modulada por su composicién elemental y por su interacciéon con la comunidad
fitoplanctonica, cuyos efectos sobre las bacterias fueron positivos (suministro de C
fotosintético) y negativos (competencia por nutrientes minerales limitantes). En tltima
instancia, la composicion elemental bacteriana determiné su grado de adaptacion a los
altos niveles de radiacion UVB incidente en el ecosistema.



CAPITULO VIII

Epilogo: mixotrofia en las algas

(Por qué no dispuso la naturaleza que los animales no
viviesen unos de la muerte de los otros?

Leonardo Da Vinci (1452-1519)
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INTRODUCCION

A lo largo de esta memoria de tesis se ha discutido la existencia de un control por
depredacion de la comunidad bacteriana ejercido por el fitoplancton mixotréfico con
capacidad bacterivora (ver Capitulos III, IV, VI, VII). Aunque tradicionalmente se ha
asumido que las bacterias son principalmente consumidas por flagelados heterotroficos
(Azam et al. 1983, Andersen y Fenchel 1985, McManus y Fuhrman 1986, Baretta-Bekker
et al. 1994), diversos estudios realizados en ambientes naturales han evidenciado que los
flagelados pigmentados pueden ser una causa principal de la mortalidad bacteriana, tanto
en ambientes con reducidas intensidades de luz (Bird y Kalff 1986, 1987, 1989, Sanders y
Porter 1988, Sanders et al. 1989, Bennet et al. 1990, Berninger et al. 1992, Hall et al.
1993), como con bajas concentraciones de nutrientes inorganicos (Nygaard y Tobiesen
1993, Arenovski et al. 1995, Havskum y Riemann 1996).

La fagotrofia por parte de células pigmentadas no debe ser considerada como una
capacidad extrafia o recientemente adquirida; mas bien lo contrario, puesto que, desde el
punto de vista evolutivo, la fagotrofia fue (y es) una capacidad esencial en la evolucion de
los eucariotas fotosintéticos. En efecto, grupos como las Clorofitas y Rodofitas surgieron
mediante acontecimientos endosimbidticos, por los cuales cianobacterias originalmente
ingeridas como fuente de alimento fueron retenidas como endosimbiontes fotosintéticos.
Posteriormente éstos perdieron su autonomia y evolucionaron (;,0 involucionaron?) hasta
cloroplastos debido a procesos de transferencia hacia el nucleo del hospedador de los
genes necesarios para el funcionamiento independiente (Bhattacharya y Medlin 1995, van
den Hoek et al. 1995). Otros eucariotas como Heterokontas (diatomeas, crisofitas y algas
pardas), Criptofitas, Haptofitas, Dinofitas, Euglenofitas, Clororacniofitas, e incluso
metazoos, obtuvieron sus plastos por sucesivas rondas de endosimbiosis de miembros
unicelulares pigmentados de Clorofitas, Rodofitas y Dinofitas, con una posterior
trasferencia en mayor o menor grado de genes funcionales al niicleo del hospedador
(Clark 1992, Bhattacharya y Medlin 1995, van den Hoek et al. 1995, Smith y Douglas
1987, Palmer y Delwiche 1996). En conclusion, la fagotrofia en los eucariotas
fotosintéticos es un caracter primitivo, de extension universal, y su ausencia un caracter
derivado (Raven 1997).

Algunos mixoétrofos pueden cambiar su metabolismo desde una fagotrofia hasta
una fotoautotrofia relativamente estricta, en tiempos mas o menos cortos. Basandose en
una gran variedad de especies, Sanders et al. (1990) introdujeron el concepto de
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“gradiente mixotrofico” para englobar organismos desde fotoautotrofos hasta fagdtrofos
casi puros. Mas recientemente, Jones (1997) postuld que el mejor procedimiento para
identificar los recursos que requieren los mixotrofos de sus presas pasaria por cuantificar
las variaciones en la tasa de ingestion como respuesta a las condiciones de luz. De este
modo, clasifico a los protistas mixotroficos en cuatro categorias dependiendo de su modo
de nutricidon en condiciones de luz: grupo A, mixétrofos fundamentalmente fagotréficos,
pero que utilizan el modo fototrofico cuando la densidad de presas es limitada; grupo B,
mixotrofos fundamentalmente fototroficos, pero que cuentan con la fagotrofia como
fuente de carbono a bajas intensidades de luz; grupo C, mixo6trofos que obtienen la
energia mediante fototrofia y usan la fagotrofia para adquirir nutrientes esenciales o
sustancias para el crecimiento; grupo D, mixotrofos fundamentalmente fototroficos que
utilizan la fagotrofia para sobrevivir bajo condiciones de oscuridad prolongada.

El mantenimiento de un metabolismo mixotroéfico supone un coste mayor que el
de un metabolismo estrictamente autotrofo o heterotrofo, debido principalmente a la
sintesis de los aparatos fotosintético y fagotrofico en la misma célula. Raven (1995) ha
estimado que el aparato fotosintético (mas la maquinaria de asimilacién de nutrientes
inorgéanicos) puede suponer hasta el 50% del costo de energia, C, N, P y Fe de la sintesis
celular, y constituir una alta fraccion de la biomasa, mientras que el aparato fagotrofico
implica <10% del costo de sintesis celular.

A pesar de su mayor coste, el metabolismo mixotrofico constituye una estrategia
adaptativa del fitoplancton para crecer en condiciones adversas si un modo de nutriciéon
predominantemente fototrofico es suplementado por fagotrofia o viceversa (Rothhaupt
1996 a, b). Los beneficios de la fagotrofia en los flagelados fotosintéticos estriban en que
ésta permite la adquisicion de nutrientes o de C orgédnico para mantener el crecimiento
bajo condiciones de limitacion de nutrientes o de luz, respectivamente. Si las condiciones
de luz son saturantes, la ventaja de la fagotrofia estaria relacionada mas con la
adquisicion de nutrientes (P, N, Fe) que de C o energia. Esta interpretacion es consistente
con el hecho de que las razones C:N, C:P y C:Fe de las presas (generalmente bacterias
heterotroficas) son mas bajas que las de los fagotrofos fotosintéticos (Caron et al. 1990,
1993, Fagerbakke et al. 1996). Cuando las condiciones de luz son limitantes, la ventaja de
la fagotrofia estaria relacionada mas bien con la adquisicion de C organico (Caron et al.
1990, 1993), aunque algunos estudios experimentales no han mostrado una mayor tasa de
bacterivoria a bajas intensidades de luz (Bird y Kalff 1987, Arenovski et al. 1995). En
este escenario de limitacion por luz, las diferencias en las razones C:N, C:P 6 C:Fe entre
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presas y fagotrofos tienden hacia un exceso de nutrientes en éstos ultimos, aunque este
exceso no seria tan elevado como en el caso de un fagétrofo no fotosintético con una
composicion elemental constitutiva similar y que usara la misma fuente de alimento
(Raven 1997). Esta idea concuerda con los resultados obtenidos por Rothhaupt (1996 a,
1997) de una liberacion de SRP y NH, por el exclusivo fagotrofo Spumella sp. al
alimentarse de bacterias, asi como por el mixdtrofo Ochromonas sp. cuando su modo de
nutricion fue fundamentalmente fagotrofico (en oscuridad, o en luz con altas densidades
de bacterias), mientras que consumi6 estos nutrientes cuando su modo de nutricion fue
predominantemente fototrofico. Ademas, en condiciones de limitacion de P pero no de
luz, Ochromonas sp. retuvo intracelularmente el P de las bacterias, incluso durante las
fases nocturnas, para su propio crecimiento fotosintético. Carrillo y Giussani (1991)
también encontraron incrementos en el consumo de P por dinoflagelados durante el
periodo nocturno.

El grupo de las crisoficeas contiene muchos flagelados mixotroficos y
generalmente domina la comunidad fitoplanctonica en lagos oligotroficos y distroficos
(Salonen y Jokinen 1988, Jansson et al. 1996), de altas latitudes (Duthie y Hart 1987,
Eloranta 1989, 1995, Lepistd y Rosenstrom 1998) y de alta montafia (Martinez 1977,
Sanchez-Castillo et al. 1989, Carrillo et al. 1990 a, 1991 a, b, 1995, De Hoyos et al. 1998,
Medina-Sanchez et al. 1999, Villar-Argaiz et al. 2001), observaciones que soportan la
idea de que la mixotrofia es una estrategia favorable en ambientes donde el fitoplancton
esta limitado por nutrientes minerales. En los lagos distroficos, las algas mixotroficas
tienen ventaja, puesto que su capacidad fagotréfica les permite acceder a fuentes de C
organico y nutrientes minerales en condiciones de limitacion de luz. En el caso de los
ecosistemas de alta montafia de aguas claras, como La Caldera, la cubierta invernal de
hielo y nieve favorece el desarrollo bajo esta capa de algas mixotréficas, que dependen
para su crecimiento de la bacterivoria, debido a las condiciones de limitacion de luz
(Felip et al. 1999). Tras el deshielo, el estrés de radiacion y la oligotrofia (Carrillo et al
1996 a, Medina-Sanchez et al. 1999) son condiciones que también favorecen la
dominancia de crisoficeas y otros mixotrofos potenciales, ya que su capacidad bacterivora
les confieren ventaja al poder explotar una fuente tanto de nutrientes minerales como de
C orgéanico, cuya sintesis esta inhibida por el estrés de radiacion solar (Carrillo et al.
2002, Capitulo V), y eliminar al mismo tiempo a sus propios competidores (Thingstad
1996). Su efecto sobre las bacterias permitiria no s6lo explicar algunos de los resultados
obtenidos, sino también ayudar a comprender la razon de algunas particularidades de este
sistema, como la ventaja competitiva mostrada por la comunidad algal frente al
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bacterioplancton, la escasa abundancia, biomasa, tamafio celular y actividad de la
comunidad bacteriana, o el escaso desarrollo del bucle microbiano heterotrofico,
contrariamente a lo esperado en un sistema oligotrofico (Cotner y Biddanda 2002).

Por tanto en este Capitulo nos proponemos como objetivos: (i) evaluar
experimentalmente la existencia de capacidad bacterivora por parte de la fraccion
fitoplanctonica; (ii) cuantificar si esta capacidad varia en condiciones de luz vs.
oscuridad; (iii) cuantificar posibles variaciones de esta capacidad en diferentes periodos
de desarrollo de la comunidad plancténica.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Los experimentos se realizaron en los periodos central y final de la estacion libre
de hielo de 1999, durante dias despejados. Para cada experimento se obtuvo una muestra
compuesta de agua del lago siguiendo el mismo procedimiento descrito en el Capitulo V,
y se cuantifico la abundancia y biomasa de bacterias y de las distintas especies
fitoplanctonicas, como se describe en el Capitulo II. Se llevé a cabo un disefio
experimental de 2 X 2 tratamientos: presencia vs. ausencia de algas, y luz solar completa
vs. oscuridad. Los tratamientos de algas se obtuvieron filtrando por gravedad agua de la
muestra compuesta a través de filtros de 40 pm (Nytal, tratamientos con algas, +A) y 1
pm (Whatman GF/B, 100 ml méaximo por filtro, tratamientos sin algas, —A) de diametro
de poro. Los tratamientos —A no implicaron una significativa retencion de bacterias (ver
Capitulo VII), y constituyeron controles de bacterivoria por ausencia de mixdtrofos. Cada
tratamiento de luz consistid en un conjunto de 5 (3 réplicas + 2 blancos) botellas
experimentales de cuarzo de 35 ml (para los tratamientos +A) o de 5 ml (para los
tratamientos —A) de capacidad nominal, situadas horizontalmente sobre una plataforma y
descubiertas (tratamientos de luz completa, L) o cubiertas por un material opaco
(tratamientos oscuros, O).

Inmediatamente antes de las incubaciones se afadié a cada botella experimental
[metil-*H] timidina (actividad especifica: 76-82 Ci mmol”', Amersham Pharmacia) hasta
una concentracion final de 10.9 nM. Para cada tratamiento, las botellas experimentales se
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Disefio experimental
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incubaron in situ a 0.5 m de profundidad, durante 90 minutos simétricamente distribuidos
alrededor del mediodia solar. Al final del periodo de incubacién se anadié formaldehido
neutralizado hasta una concentracion final de 3.4% para detener la incorporacion
bacteriana de timidina, y la bacterivoria (en los tratamientos +A). Asimismo, los blancos
fueron fijados con formaldehido neutralizado (c.f. 3.4 %) antes de proceder a las
incubaciones. Estos blancos ademéas de constituir controles de incorporacidon bacteriana
de timidina también fueron controles de incorporacion pasiva y adsorcion de timidina en
la fraccion algal. De cada botella correspondiente a los tratamientos +A se tomaron 30 ml
y se filtraron por un filtro Nuclepore® de 1 pm de diametro de poro, que tras dos lavados
con 2 ml de agua del lago filtrada por 0.2 pm (filtros estériles Millex™), se introdujo en un
vial con liquido de centelleo (Ready Safe, Beckman) para la lectura de tritio, lo que
permitid calcular la tasa de incorporacion de timidina en la fraccion algal, que solo puede
tener su origen a través de un consumo de bacterias marcadas (Moriarty 1990, Bell 1993).

La cuantificacion de la tasa de incorporacion de timidina en la fraccion bacteriana
se llevd a cabo siguiendo dos aproximaciones: (i) protocolo clasico de filtracion tras el
tratamiento de TCA en frio (5 % c.f.) sobre el agua procedente del filtrado anterior (< 1
um), y (ii) protocolo de centrifugacion utilizando 5 ml de muestra procedente de los
tratamientos (+A) y (—A). En esta aproximacion se siguié basicamente el procedimiento
descrito por Smith y Azam (1992), aplicado aqui a TdR. Para ello se trat6 cada muestra
con TCA frio (5% c.f.) durante 20’ para la extraccion de las macromoléculas marcadas;
posteriormente se introdujeron 2 ml de cada muestra en los correspondientes viales de
centrifuga (Eppendorff), se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10°, y a continuacion se
retird el sobrenadante por aspiracion. El proceso se repitio hasta completar la
centrifugacion de todo el volumen de cada muestra. Finalmente, se realizaron dos lavados
con TCA frio (5%), y tras centrifugar y retirar el sobrenadante se llenaron los viales de
centrifuga con liquido de centelleo (Ready Safe, Beckman), y se introdujeron en viales de
centelleo de vidrio que habian sido previamente lavados con acetona. Todas las lecturas
de tritio se realizaron en un contador de centelleo Beckman provisto con autocalibracion.

Para definir las tasas de incorporacion de timidina en los distintos tratamientos y
protocolos de analisis proponemos la siguiente nomenclatura:
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Método Tratamiento Suma
+A -A
Centrifugacion (C+A) (C-A) -
Filtracion (F+A) (F-A) FT

Noétese que:

e (C+A) representa la tasa de incorporacion de timidina en las fracciones algal y
bacteriana conjuntamente.

e (C—A) representa la tasa de incorporacion de timidina sélo en la fraccion bacteriana
(en ausencia de mixotrofos).

e (F+A) representa la tasa de incorporacion de timidina so6lo en la fraccion algal.

e (F-A) representa la tasa de incorporacion de timidina s6lo en la fraccion bacteriana
(en presencia de mixotrofos).

e FT representa la tasa de incorporacion de timidina en las fracciones algal y bacteriana
conjuntamente, calculada como suma de (F+A) + (F-A).

La bacterivoria fue estimada como % de produccioén bacteriana incorporada en la
fraccion algal (%PBa), calculado como:

%PBa = (F+A) x (C+A)" x 100
o bien:

%PBa = (F+A) X FT"' x 100

Analisis estadisticos

Para analizar la influencia del método utilizado sobre la incorporacion de timidina
se compararon los valores obtenidos de FT vs. (C+A) mediante ANOVA de 1 via en cada
situacion experimental. El impacto de la mixotrofia sobre la comunidad bacteriana se
evalu6é comparando los valores de (F—A) vs. (C+A) mediante ANOVA de 1 via en cada
situacion experimental. El efecto de la ausencia de mixotrofos, de la radiacion solar, y de
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su interaccion sobre la tasa de incorporacion de timidina se examindé mediante ANOVA
de 2 vias en cada periodo experimental. Las diferencias entre tratamientos se examinaron
mediante analisis de contrastes (LSD) ajustando las probabilidades del analisis al test de
Bonferroni (como fue descrito en el Capitulo VII).

Como en los Capitulos anteriores, se verificaron las asunciones requeridas por el
ANOVA vy los datos se transformaron logaritmicamente cuando estas condiciones no se
cumplian.

RESULTADOS

La comunidad algal potencialmente mixotrofica (crisoficeas + criptoficeas +
dinoficeas) constituy6 una pequena fraccion del total de la comunidad fitoplancténica en
términos de abundancia y biomasa (Tabla 8-1), mientras que HNF y ciliados no
estuvieron significativamente representados.

Tabla 8-1. Abundancia y biomasa de los grupos taxondémicos, y proporcion de mixétrofos y de
fototrofos de la comunidad algal durante los experimentos de 1999. Crs: crisoficeas, Din:
dinoflagelados, Crp: criptoficeas, Cia: cianoficeas, Dia: diatomeas, Clo: cloroficeas, Mix:
mixoétofos, Fot: fototrofos.

Mes Concepto Grupos taxonémicos % Grupos troficos
Crs Din Crp Cia Dia Clo Mix Fot

Ago  Abundancia (cél ml™) 346 52 0 15 0 2846 12 88
Biomasa (ug C I'") 091 0.39 0 0.03 0 7.26 15 85

Sep  Abundancia (cél ml™) 223 4 6 0 77 860 20 80
Biomasa (ug C ') 0.58 0.03 0.07 0 141 219 16 84

Con independencia del periodo experimental y del tratamiento de luz, los valores
de incorporacion de timidina medidos en los tratamientos (C+A) no mostraron diferencias
significativas (p>0.5) con los obtenidos en los tratamientos FT (Figura 8-1).

En todas las situaciones experimentales, la fraccion algal (F+A) present6 valores
de incorporacién de timidina > 0 (Figura 8-2). La fraccion de produccioén bacteriana
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incorporada por las algas vario entre 30-36% (Agosto) y 25-37% (Septiembre), aunque el
impacto de la mixotrofia sobre la comunidad bacteriana sélo fue significativo en los
tratamientos con luz (L) (Tabla 8-2).

La ausencia de mixoétrofos, lejos de implicar un incremento en la actividad
bacteriana, causé una significativa disminucion de la misma (excepto en el tratamiento
oscuro de Agosto), particularmente acusada en los tratamientos con luz (L) (Figura 8-3),
lo que se reflejé en una interaccion sinérgica significativa luz x algas (Tabla 8-3).

DISCUSION
Aspectos metodoldgicos

En nuestra aproximacion experimental tuvo lugar de forma simultanea el proceso
de etiquetado de las bacterias y el consumo de las mismas por los mixétrofos durante el

tiempo de incubacion. Por tanto nuestro método, a
Tabla 8-2. Bacterivoria estimada

como porcentaje de produccion - .
bacteriana incorporada en la (“fluorescently labeled bacteria”) o RLBs (“radio

diferencia de otras técnicas como FLBs

fraccion algal (%PB,) y grado de  labeled bacteria”) no permite calcular las tasas
significacion ~ segin ~ modelo
ANOVA entre (F-A) vs. (C+A)
en cada situacion experimental
(ver material y métodos). Nivel de  supone la simultaneidad del consumo y el etiquetado

absolutas de ingestion de bacterias. Ademas, la
potencial subestima del proceso de bacterivoria que

significacion: *p<0.05, **p<0.01,  de Jag presas se veria ampliamente compensada por

n.s.: no significativo . . .
5 el efecto estimulador que la presencia de algas ejerce

Mes Trat.luz %PB, p sobre el crecimiento bacteriano, como muestra la
reduccidn significativa de las tasas de incorporacion

Ago Luz (L) 305 = de timidina en ausencia de las algas (Figura 8-3,
Oscuro (O) 36.1 ns. Tabla 8-3), consistente con los resultados obtenidos

Sep Luz(L) 379 s con anterioridad en La Caldera (ver Capitulo VII).

Oscuro (0) 24.6 n.s. Nuestra  aproximacién  experimental  permite
cuantificar la bacterivoria de potenciales mixotrofos

como proporcion de produccion bacteriana retenida
por la comunidad algal. Consideramos que esta cuantificacion es posible porque el tritio
incorporado por la fraccion algal s6lo puede tener su origen en el consumo de bacterias
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etiquetadas, dado que las algas eucarioticas carecen de mecanismos de transporte para
asimilar timidina externa, y/o de enzimas timidina-kinasas que permitan la utilizacion
metabolica de timidina disuelta externa (Bern 1985, Moriarty 1990, Bell 1993).

6 Por otro lado en nuestro disefio

5| OFT m(CHA) Agosto experimental ~ se  utilizaron . como
el trazadores del proceso de bacterivoria a

47 | las propias bacterias del lago, vivas y

”': 31 etiquetadas con tritio. Este
= 2 procedimiento tiene la ventaja de reflejar
§_ 1 ns al maximo las condiciones naturales en
=z o | T e cuanto a composicion  especifica,
E o L estructura de tamafios y estado
S 6 fisiologico de las presas, con respecto al
:§ 5 Septiembre uso de FLB 6 RLBs. El disefio de este
£ N ns. método en nuestro estudio surge como
? | alternativa a otras técnicas mas
E 31 ampliamente utilizadas para evaluar la
2 [ n.s. bacterivoria por flagelados, ya que éstas

1 I no nos permitiecron una adecuada

0 - cuantificacion del proceso en nuestro

o) L sistema. En relacion con esto, ha sido

Tratamientos de luz documentado que las técnicas de FLBs o

. RLBs pueden conllevar a estimas no
Figura 8-1. Comparacion de la tasa de

incorporacién de timidina medida en los
tratamientos FT vs. (C+A) en condiciones ~ las tasas de consumo de bacterias
de oscuridad (O) y de radiacién solar  etiquetadas no son similares a las de
completa (Q) mediante ANOVA, n.s.: no
significativo. Barras de error: medias = DE

realistas del proceso de bacterivoria si

bacterias nativas. En este sentido,
distintos estudios evidencian procesos
de consumo selectivo de bacterias vivas frente a FLBs, RLBs o esferas de latex (Sherr et
al. 1987, Nygaard et al. 1988, Landry et al. 1991, McManus y Okubo 1991, Monger y
Landry 1992, Wetherbee y Andersen 1992, Gonzalez et al. 1993). Los procesos de
seleccion de presas cobran una importancia cuantitativamente mayor en el caso de los
mixotrofos que en el de los flagelados heterotroficos, ya que los primeros suelen
presentar tasas de consumo comparativamente mas bajas, y ademdas son mas selectivos
(Tobiesen 1990, Nygaard y Tobiesen 1993). Por otro lado, otros estudios muestran un



180 Juan Manuel Medina Sanchez. Tesis Doctoral

efecto de la concentracion de particulas presa sobre las tasas de consumo. De este modo,
variaciones en la razéon FLBs:bacterias nativas pueden afectar a la identificacion de
bacterivoros con bajas tasas de ingestion de FLBs (ej. criptoficeas) y a la cuantificacion
de estas tasas (McManus y Okubo 1991, Isaksson et al. 1999).

Tabla 8-3. Efectos de la radiacion solar (1) y de la El uso de colorantes  vitales

retirada de las algas (2) sobre la incorporacién de ~ Para el etiquetado de las bacterias,
TdR segiin el modelo ANOVA de 2-vias. gl, g2:  como el isotiocianato de fluoresceina

grados de libertad. PV: Porcentaje de la varianza
explicada calculada como suma de cuadrados del (FITC) - (Monger y Landry 1992,

tratamiento/suma de total de cuadrados. Gonzilez et al. 1993) o el cloruro de
cianoditolil tetrazolium (CTO)
Mes Efecto gl g2 Faigy P PV (Epstein y Rossel 1995), que evitan

las  anteriores desventajas, fue

Ago 1 1 8 289.5 <0.0001 34.06 -
5 1 8 3267 <0.0001 3844 descartado en nuestro estudio; en el

Ix2 1 8 2327 <0.0001 2738 caso del FITC, por su inespecificidad

Error 0.12 (tincion de detritus) y debilidad de

Sep | 1 8 840 <0.0001 17.12 t1n010n. cuando se aplica a
2 1 8 3295 <0.0001 67.15 comunidades naturales de

Ix2 1 8 762 <0.0001 15.52 bacterioplancton (Epstein y Rossel

Error 020 1995); en el caso del CTC, por la

coloracion roja que da a las bacterias
presa, similar a la de la
autofluorescencia de la clorofila/ficoeritrina, por lo que el uso de CTC no es aconsejable
en la evaluacién de la bacterivoria de mixotrofos (Epstein y Rossel 1995).

Finalmente, el uso de TdR en nuestra aproximacidén experimental cumple los
requisitos requeridos en una sustancia trazadorora ideal para la evaluacion de la
bacterivoria: vitalidad, especificidad de “tincion”, sensibilidad de deteccion y estabilidad
temporal (Epstein y Rossel 1995). Sin embargo atin mantiene el “inconveniente” de que
la TdR se incorporara principalmente en las bacterias metabdlicamente activas, por lo que
s0lo puede ser estudiada la bacterivoria de esta parte de la comunidad de
bacterioplancton, que, no obstante, es la que participa significativamente en el flujo de C.
La buena correspondencia entre las dos métodos analiticos utilizados para cuantificar las
tasas de incorporacién de timidina, esto es, centrifugacion y filtracion diferencial, y la
replicabilidad de los valores obtenidos ofrece una garantia de los resultados obtenidos.
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Aspectos ecologicos

La comunidad algal de La Caldera pudo consumir una fraccion (25-37%) de la
produccion bacteriana en un periodo anual en el que los potenciales mixotrofos

6 representaron una fraccién minoritaria

5| W(F+A) Agosto del total de la  comunidad
O(F-A) fitoplanctonica en  términos  de

- 41 wmFT I abundancia o biomasa (Tabla 8-1),
}: 3 / puesto que los fotoautotrofos
E 24 (fundamentalmente  cloroficeas y
g_ 1 . diatomeas) dominaron la comunidad
= 0 i fitoplanctonica. La contribucion de
E ¢} L HNFs y ciliados en el consumo de
': 6 produccion bacteriana fue
:é 5 Septiembre insignificante, dada la practica ausencia
‘g 4. de estas poblaciones durante los
§ I experimentos. Asumiendo que los
g 37 ) mixotrofos mantengan esta misma
27 L capacidad bacterivora en periodos en

1+ I m . los que representaron >90% de la

o | . biomasa total fitoplanctonica (ej. en

O L

1996, Capitulo III), se puede deducir

Tratamientos de luz que el consumo algal de produccion

bacteriana podria alcanzar valores

Figura 8-2. Tasas de incorporacion de

timidina medida en los tratamientos (F+A),
(F-A) y FT en condiciones de oscuridad
(O) y de radiacion solar completa (Q).

proximos al 100%. Estos resultados
sugieren, por tanto, un fuerte control del
los

bacterioplancton

Otros
documentan valores de bacterivoria por mixétrofos que superan el 100% de la produccion
bacteriana en las capas superficiales de ecosistemas marinos (Havskum y Riemann 1996).

ejercido  por

Barras de error: medias = DE.

mixotrofos. estudios también

Nuestros resultados muestran un impacto mas significativo de la bacterivoria en
condiciones de luz que en oscuridad (ver también Capitulo VI), en concordancia con los
obtenidos por otros autores (Caron et al. 1993, Keller et al. 1994, Li et al. 1999, Li e al.
2000, Isaksson et al. 1999, Urabe et al. 2000). Esta relaciéon directa entre luz y
bacterivoria ha sido interpretada como una dependencia de la actividad fotosintética para
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obtener los requerimientos energéticos asociados a la fagotrofia (Li et al. 1999). No
obstante, otros estudios experimentales no han mostrado diferencias en las tasas de
bacterivoria en relacion con la intensidad de radiacion (Bird y Kalff 1987, Arenovski et
al. 1995), o incluso muestran una relacion inversa entre la intensidad de radiacion y las

6 tasas de ingestion de mixotrofos
5| M(C+A) DO(C-A) Agosto (Skovgaard 1996, Holen 1999). Urabe
4l et al. (2000), que encontraron una
- mayor tasa de ingestion bacteriana en
E’-: 31 Cryptomonas sp. durante las horas
E 2 diurnas de un ciclo diario, argumentan
g 14 razones fisiologicas y estequiométricas
E 0 [ e = para explicar este ciclo diario de
t o L actividad fagotrofica. Por un lado,
E 6 : proponen que  Cryptomonas  sp.
S 5. Septiembre aprovecharia las horas diurnas para
E 4 acumular nutrientes por bacterivoria y
E 5] C organico por fotosintesis, que seria
— catabolizado durante la noche, cuando
21 suele predominar la sintesis de
1 j proteinas, division celular y consumo
0 [ == de carbohidratos de reserva acumulados
0] L

durante el dia (Cuhel et al. 1984,

Tratamientos de luz Miyazaki et al. 1987, Gasol et al. 1993),

Figura 8-3. Tasas de incorporacion de co.n . el. COI.lSlgulénte cese de la
timidina medida en los tratamientos (C+A)  asimilacién (ingestion). Por otro lado,

y (C-A) en condiciones de oscuridad (O) y  argumentan que la ingestion de
de radiacion solar completa (Q). Barras de

. bacterias ermitiria  equilibrar la
error: medias + DE. p q

composicion elemental de las algas, al
incorporar una cantidad significativa de nutrientes minerales en relacion con el C. Asi
durante la noche, al no acumularse C por fotosintesis, cesaria la bacterivoria y por tanto el
coste energético del modo fagotréfico. Sin embargo, nuestros resultados apuntan a que la
bacterivoria también implica un incremento en la incorporacion de carbono organico
(procedente de las bacterias). Asi, en las condiciones experimentales en las que un
estimulo de la fagotrofia permite explicar las disminuciones de actividad bacteriana
encontrada (Capitulo VI), se obtuvieron mayores tasas de excrecion de carbono organico
desde la fraccion algal, indicando un posible exceso del mismo en relacion con sus
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necesidades. Por otro lado, este C extra puede ser utilizado para sufragar el coste
energético de la fagotrofia, que ademas, segiin Raven (1995, 1997) no es muy elevado.

A partir de las consideraciones anteriores, nosotros proponemos que el estimulo
de la fagotrofia bajo condiciones de luz en La Caldera es el resultado de una estrategia
adaptativa de algas mixotroficas propias de ecosistemas estresados por la radiacion solar,
que les permitiria acceder a una fuente de C organico y nutrientes minerales (las
bacterias). Esta estrategia tendria una particular relevancia en las capas superficiales del
ecosistema, donde la inhibicion de la produccion primaria es maxima (Carrillo et al.
2002) asi como, presumiblemente, la incorporacion de nutrientes minerales disueltos
(Dohler 1992, 1998, Hessen et al. 1995, 1997).

Sin embargo, surge la aparente paradoja de que bacterias dependientes del C
fotosintético excretado por las algas (Carrillo et al. 2002, Capitulos IV y VII) sean a su
vez fuente de C para las algas. Una posible solucion de esta paradoja estribaria en que las
bacterias constituyen “paquetes” de C organico y nutrientes disponibles para los
mixotrofos durante las situaciones mas desfavorables para la produccion primaria, ya que
las bacterias tienen asegurado el suministro de C orgénico en este ecosistema (Carrillo et
al. 2002, Capitulo IV). Esta disponibilidad de C organico para las bacterias se comprueba
en el hecho de que las tasas de EOC fueron significativamente superiores a los
requerimientos bacterianos de C algal (CARB) en las condiciones naturales del lago
(Capitulo 1V), incluso en las condiciones de mayor estrés de radiacion solar (tratamientos
de cuarzo en las capas superiores, ver Figura 6-9). Ademads, en estas condiciones, las
bacterias continuan asimilando C (y presumiblemente otros nutrientes) y creciendo
gracias a sus eficientes mecanismos de reparacion del ADN (Carrillo et al. 2002, Medina-
Sanchez et al. 2002, Capitulo V). Por tanto, las bacterias se pueden considerar como
“almacenes” de C organico y nutrientes disponibles para las algas durante las situaciones
desfavorables para la produccion primaria y el consumo algal de nutrientes disueltos.

Consecuencias de la mixotrofia: la estructura de la comunidad pelagica

El consumo de nutrientes por fagotrofia permite a los mixdtrofos ser el grupo
dominante de la comunidad fitoplanctonica en sistemas como La Caldera (Capitulo III),
donde la disponibilidad de nutrientes inorganicos disueltos, particularmente P, es baja
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(Carrillo et al. 1996 a, Medina-Sanchez et al. 1999), por lo que llegan a desplazar al
fitoplancton autotrofico estricto (Isaksson 1998), que es mas dependiente de nutrientes
inorgénicos disueltos. Sin embargo, los mixo6trofos, debido a sus costes metabolicos,
presentan tasas de crecimiento fototrofico inferiores a las de los autotrofos obligados, lo
que tiene consecuencias en la coexistencia y competencia entre ambos tipos de
organismos dependiendo de las condiciones de limitacion de nutrientes (Rothhaupt 1996
a, b). Por ello, cuando la disponibilidad de P aument6 en La Caldera (ej. en 1995; en la
segunda mitad de 1997, con el incremento del reciclado de P por el zooplancton, Capitulo
IIT) se desarrollaron grupos algales autotroficos como las cloroficeas que, junto con las
crisoficeas, llegaron a co-dominar la comunidad fitoplanctonica. Esta variacién condujo a
una reduccion de la fraccion mixotréfica en relacion con el fitoplancton total. Similares
resultados encuentran Jansson et al. (1996) e Isaksson et al. (1999) al incrementarse la
abundancia de algas fotoautdtrofas en mucha mayor extension que la de algas
mixotroéficas tras el enriquecimiento experimental con nutrientes (N + P) en mesocosmos
inicialmente dominados por mixotrofos.

Asimismo, los mixotrofos pueden desplazar a los flagelados heterotroficos
obligados (HNF), que dependen de una densidad minima de bacterias para satisfacer sus
necesidades de C (Havskum y Riemann 1996). No obstante, el umbral minimo de
abundancia de bacterias para sostener el crecimiento de flagelados heterotroficos varia
dependiendo de la especie y de su modo de alimentacion. Asi, para flagelados
heterotroficos que se alimentaron exclusivamente de bacterias cultivadas, Fenchel (1982)
documentd que este umbral puede variar entre 0.5-2 x 10° bacterias ml”', aunque
establece que el crecimiento de HNF deja de estar limitado cuando la abundancia
bacteriana excede de 2 x 10° ml” (Fenchel 1982). Umbrales similares (0.5-1 x 10°
bacterias ml™") fueron establecidos por Zubkov y Sleigh (1995 a, b) para dos géneros de
HNF marinos. En comparacion, los flagelados mixotroficos, al combinar bacterivoria con
fotosintesis, pueden medrar con concentraciones de bacterias relativamente mas bajas que
los HNF, por lo que los primeros tienen ventaja competitiva en esas condiciones. De este
modo, Havskum y Riemann (1996) encontraron que los flagelados mixotrofos fueron
responsables del 86% de la bacterivoria en las oligotroficas capas superficiales de la
Bahia de Aarthus (Dinamarca), donde la abundancia de bacterias (9 x 10° bacterias ml™)
fue probablemente insuficiente para mantener el crecimiento de flagelados heterotroficos
obligados; asimismo, Jansson et al. (1996), en un sistema distroéfico, encuentran un
estimulo en la biomasa de flagelados heterotroficos y de bacterias tras un enriquecimiento
con nutrientes (N + P) sobre mesocosmos dominados inicialmente por mixotrofos. Todas



VIII Epilogo: mixotrofia en las algas 185

estas evidencias pueden explicar la “normal” escasez de flagelados heterotroficos en La
Caldera asi como su desarrollo durante 1995, coincidiendo con un incremento en la
densidad bacteriana (2.66 x 10° cél ml’', Tabla 3-2), consecuencia de una mayor
disponibilidad de P, y con la disminucion de los mixétrofos frente a algas fotoautotrofas
(ver Capitulo III).

Como ya apuntara Thingstad (1996), los mix6trofos pueden explotar de forma
ventajosa la situacion en la que el fitoplancton proporciona sustratos organicos de los que
dependen las bacterias, mientras al mismo tiempo las bacterias compiten con las algas por
los nutrientes minerales (Currie y Kalff 1984, Bratbak y Thingstad 1985, Giide 1985,
Reche et al. 1997, Villar-Argaiz et al. 2002 b). De este modo, cuando la luz es abundante
y los nutrientes minerales son escasos, las algas “criarian” a las bacterias alimentandolas
con C organico disuelto “barato” y "cosecharian” de ellas nutrientes minerales “caros” en
una forma empaquetada. Esta idea concuerda con la notable capacidad de acumulacion de
P mostrada por parte de las algas en La Caldera, asi como su capacidad de regular la
excrecion de C organico en funcion de la disponibilidad de nutrientes (Villar-Argaiz
1999, Villar-Argaiz et al. 2002 b, Carrillo et al. enviado). Estos resultados apuntan hacia
una gran complejidad en la interaccidon alga-bacteria, en la que las algas ejercerian el
principal control. En este sentido, estd documentada la capacidad de las algas
mixotréficas para retener o liberar el P bacteriano (como SRP) dependiendo de su modo
de nutricion predominante (autotrofico vs. fagotrofico) y de sus necesidades de nutrientes
(Rothhaupt 1996 a, 1997). Este proceso puede constituir otro mecanismo de control del
bacterioplancton por parte de las algas que permite modular la competencia con las
bacterias por los nutrientes minerales.

Sin embargo, Isaksson et al. (1999), tras estudiar la mixotrofia en un sistema
distréfico, argumentan que siendo la fotosintesis la principal fuente de C para los
mixotrofos, mientras que la fagotrofia s6lo suplementa sus requerimientos nutricionales,
las bacterias se constituyen en controladores de los mixoétrofos, ya que éstos nunca
pueden reducir la abundancia bacteriana por debajo de un nivel critico. Por el contrario,
nosotros consideramos que, al menos en La Caldera, los mix6trofos serian los organismos
que controlan a las bacterias, ya que éstas dependen del C fotosintético (Carrillo et al.
2002, Capitulo V), cuya excrecion esta en gran medida regulada por las propias algas
(Villar-Argaiz 1999, Villar-Argaiz et al. 2002 b); por otro lado, ademas de su capacidad
de ingerir bacterias, principalmente las mas grandes y activas (Gonzalez et al. 1990, Sherr
et al. 1992, Sherr y Sherr 1994, Pernthaler et al. 1996), las algas cuentan también con
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mecanismos de transporte de membrana para incorporar P disuelto externo (Raven 1997)
y ademas tienen una mayor capacidad de almacenamiento de P (Bergeron y Vincent
1997, Villar-Argaiz 1999). Todo esto se traduce en una ventaja competitiva de las algas
mixotroficas, incluso sobre el fitoplancton y picoplancton autotrofo estricto, que explica
su gran desarrollo, frente a la exigua abundancia, biomasa y tamafio celular de la fraccion
bacteriana en La Caldera (Capitulo III). La consecuencia de ello es una potenciacion de la
cadena de pastoreo frente al bucle microbiano heterotréfico en este ecosistema, segun la
siguiente secuencia: produccion primaria (por mixotrofos) — C organico fotosintético
disuelto (autdctono) — bacterioplancton — mixdtrofos — niveles troficos superiores, lo
que explicaria el escaso desarrollo de dicho bucle frente al zooplancton en La Caldera.

Finalmente, los mixotrofos propios de sistemas de alta montafia no encajarian
adecuadamente en ninguno de los cuatro grupos propuestos por Jones (1997), por lo que
se podria ampliar la clasificacion con un quinto grupo que englobaria a los mixoétrofos
que son principalmente fototréficos pero que cuentan con la fagotrofia para adquirir tanto
nutrientes minerales (particularmente los limitantes) como C organico en situaciones de
estrés de radiacidn solar, mas que por una limitacion de luz.
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La comunidad pelagica de La Caldera se caracteriza por su simplicidad
estructural, destacando la ausencia de picoplancton autétrofo y el escaso desarrollo del
bacterioplancton, que se manifiesta tanto en parametros estructurales (biomasa,
abundancia, biovolumen celular) como en parametros funcionales (produccion, eficiencia
de asimilacion de C fotosintético). Asimismo, otros componentes del bucle microbiano
(flagelados heterotroficos y ciliados) estuvieron débilmente representados en el sistema.
No obstante, éstos experimentaron un significativo desarrollo cuando se incrementd la
disponibilidad de P por resuspension del sedimento asociado a la reduccion del volumen
de la laguna (en 1995, afio de acusada sequia), o cuando la comunidad
metazooplanctonica estuvo poco desarrollada, por efecto de una fuerte “dilucion” de la
laguna debido al incremento del régimen de precipitaciones (1996).

El escaso desarrollo del componente microbiano heterotrofico en relacion con el
componente autotrofico (alta razon A:H) contrasta con el predominio del componente
microheterotrofico establecido en ecosistemas oligotroficos (Azam et al. 1983, del
Giorgio et al. 1995, Gasol et al. 1997, Biddanda et al. 2001, Cotner y Biddanda 2002).
Por ello, como hipotesis de trabajo nos planteamos evaluar qué efecto ejerce sobre la
comunidad bacteriana y su interaccion con el fitoplancton la alta intensidad de radiacion
ultravioleta que incide en el lago, dada su situacion geografica (alta montafa, latitud
media) y sus caracteristicas fisico-quimicas (aguas claras con baja concentracion de
DOC). Los resultados experimentales del efecto del espectro de radiacion solar sobre el
crecimiento bacteriano en presencia de algas mostraron que, sobre una escala interanual,
la radiacion UVB inhibio el crecimiento bacteriano en las capas superiores del lago; sin
embargo las bacterias aprovechan la alta irradiancia de UVA y PAR para activar
eficientes mecanismos de fotoreparacién que contrarrestan el dafio debido a UVB. Este
efecto de recuperacion se tradujo en las capas superiores en:

(1) un acusado estimulo del crecimiento bacteriano en ausencia de UVB, si existe
disponibilidad de C fotosintético (presencia de algas);

(i1) un efecto neto estimulador de la radiacion solar completa en el periodo central
del verano (méxima irradiancia), e inhibidor solo a finales del periodo libre de
hielo, cuando la composicion elemental bacteriana fue deficiente en P, lo que hizo
a las bacterias mas vulnerables a UVB. Esta vulnerabilidad se suprime si existe
una entrada pulsada de P asociado a precipitaciones atmosférica.
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Por lo tanto, la comunidad bacteriana esta, en general, bien adaptada a la alta
radiacion solar incidente en el sistema, por lo que ésta no es el principal factor
determinante del escaso desarrollo del componente microhetrotrofico en La Caldera.

Una mas plausible hipotesis que explique este escaso desarrollo reside en el
control que la propia comunidad fitoplanctonica ejerce sobre el bacterioplancton. Esta
regulacion se establece a dos niveles: (A) mediante el suministro de carbono fotosintético
excretado por las algas (control por recurso), y (B) a través de la depredacion de las
bacterias ejercida por el fitoplancton (control por consumidor).

El control mediante el suministro de C fotosintético (A) se establece debido a la
dependencia bacteriana de este carbono para satisfacer sus demandas energéticas. En La
Caldera, la excrecion de C fotosintético fue el principal factor controlador de la
produccion bacteriana, reflejando una interaccion fundamentalmente de naturaleza
comensalista con las algas. Esto se evalu6 siguiendo dos aproximaciones:

(D) el estudio de la relacion entre las variables implicadas (excreciéon de C
fotosintético; asimilacion, eficiencia de asimilacion y de uso de este C por las
bacterias) en diferentes escalas temporales de anélisis;

2) la cuantificacion experimental del efecto de la retirada de la fraccion algal sobre
la produccion bacteriana en diferentes condiciones de luz.

Siguiendo la primera aproximacion y sobre una escala estacional, la excrecion de
C fue el unico factor, de entre otros potenciales factores controladores de actividad
bacteriana (biomasa, temperatura, nutrientes limitantes), que explicé la varianza de la
produccién bacteriana. Sobre una escala diaria, existié una buena correspondencia entre
los patrones de variacion de la excrecion de C y la produccion bacteriana, aunque con un
desfase de ésta ultima durante las horas crepusculares. Estos resultados indican que las
bacterias respondieron positivamente a los incrementos en la disponibilidad de C
organico ocurridos en diferentes fases del dia, gracias a la actuacion de mecanismos de
fotoreparacion y de reparacion oscura.

Siguiendo la segunda aproximacion, se infiere que el crecimiento bacteriano
depende de la presencia de las algas, cuyo efecto estimulador sobre las bacterias estribo
mas en ser fuente de C fotosintético que en un efecto fotoprotector. La biodisponibilidad
del C organico autéctono “viejo” fue escasa, posiblemente debido a su alta
fotoreactividad (Reche et al. 2001).
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La excrecion de C fotosintético (EOC) es un proceso activo que depende
directamente de la tasa de produccion primaria (como mostr6 la relacion directa entre
EOC y PP), pero también esta condicionado por la intensidad y calidad de radiacion solar
que incide sobre las células algales. Asi, la radiacion ultravioleta, particularmente UVA,
causd un incremento tanto en las tasas absolutas como relativas de excrecion de C
fotosintético dentro de un mismo estrato de la columna de agua. Este resultado, junto con
la obtencion de maximos valores de %EOC en las capas superiores del lago, indican un
fuerte estrés metabolico algal debido a la alta intensidad de radiacion ultravioleta.

En efecto, experimentalmente encontramos una intensa inhibicion de Ia
produccion primaria ejercida fundamentalmente por UVA, lo que gener6 un consistente
patrén de variacion vertical y diario de actividad fotosintética. La migracion vertical
diaria de las especies flageladas del fitoplancton de La Caldera (Carrillo et al. 1991 a) les
permitiria, como mecanismo de fotoproteccion, evitar parcialmente el dafio causado por
la radiacion UVB. No obstante, este mecanismo seria poco eficaz para UVA en este
ecosistema debido a la escasez de potenciales refugios efectivos (escasa profundidad
media de la laguna, 4.3 m) y al bajo coeficiente de atenuacion vertical de esta region del
espectro en La Caldera. Esto puede explicar la ausencia de picoplancton autoétrofo, que,
por su tamafio, es mas sensible a UVR que el nanoplancton (Garcia-Pichel 1994, Bertoni
y Callieri 1999, Callieri et al. 2001) y carece de las ventajas adaptativas de éste ultimo
relacionadas con su capacidad mixotréfica y de almacenamiento de nutrientes.

Las bacterias asimilaron el C organico liberado por las algas en cualquiera de las
condiciones experimentales establecidas (valores POC,>0). Por otro lado, la similitud del
patron de variacion en las capas superiores de la eficiencia de asimilacion (%PEA) y de
uso (%CUEb) del C fotosintético, asi como de la produccién bacteriana (PB),
evidenciaron la actuacién de los mecanismos de fotoreparacion. Por tanto, las bacterias de
La Caldera estuvieron en condiciones de responder positivamente a los incrementos en la
liberacion de C fotosintético, que son consecuencia del estrés por UVR o de una
produccion primaria estimulada (capas mas profundas). De este modo, el patron de
variacion vertical observado en la PB no fue el resultado de una covariacion con la PP
debido al gradiente de radiacion solar, sino una respuesta bacteriana positiva al
incremento de la tasa de excrecion de C fotosintético en las capas profundas.

La concordancia entre los resultados obtenidos con las dos diferentes

. . , . J . ., .o ., 14
aproximaciones metodolégicas utilizadas (incorporacion de *H-TdR y asimilacion de '*C
organico por las bacterias) refuerza nuestras interpretaciones respecto a la respuesta
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bacteriana al espectro de radiacion solar, e implica que las medidas de PB realizadas bajo
condiciones de luz fueron realistas. Los valores de PB obtenidos en condiciones de luz
revelaron la extension de la relacion positiva PB-EOC a las capas superiores del lago,
donde medidas de PB realizadas en oscuridad, que habian sesgado los valores reales de
PB, condujeron a una errénea falta de relacion. Gracias a esta innovacion metodologica se
resuelven las contradicciones obtenidas entre este estudio y los realizados con
anterioridad en el sistema con respecto a la relacion PP-PB (Reche et al. 1996).

El segundo tipo de control del fitoplancton sobre las bacterias, la depredacion (B),
ha sido establecido tanto por evidencias indirectas como por resultados experimentales.
Entre las primeras destacan: (i) la composicion taxondmica del fitoplancton, con
predominio de las crisoficeas, potenciales mixotrofos, en los periodos de mayor
limitacion por P; (ii) la relacion inversa entre los parametros estructurales de fitoplancton
y bacterias en 1996, cuando la simplicidad de la comunidad pelagica hizo de este afio un
auténtico experimento natural; (iii) la ausencia de relacion entre produccion y biomasa
bacteriana, asi como entre produccion primaria y biomasa algal, particularmente en 1996,
con un exiguo desarrollo de herbivoros. Asimismo, evaluamos experimentalmente que la
fraccion fitoplanctonica es potencialmente capaz de incorporar una parte importante de la
produccion bacteriana. Los resultados experimentales mostraron que la actividad
bacterivora del fitoplancton fue significativa s6lo en condiciones de luz. Esto sugiere que
la bacterivoria puede constituir una estrategia adaptativa que permite a las algas utilizar a
las bacterias como fuentes de nutrientes minerales y C orgdnico en condiciones de
fotoinhibicién de la produccion primaria.

De lo anteriormente expuesto surge una situacion paraddjica (“ni contigo ni sin
ti”), ya que bacterias que dependen del C fotosintético son a su vez fuentes de C orgéanico
para el fitoplancton mixétrofo. Una posible solucion de esta paradoja estriba en el hecho
de que las bacterias tuvieron asegurado el suministro de C fotosintético en la mayor parte
de las condiciones naturales y experimentales establecidas (comparacion entre EOC y
CARB). De este modo, el estimulo de la fagotrofia en condiciones de luz constituye una
via alternativa de adquisicién de C organico en condiciones desfavorables para su sintesis
autotrofica, lo que implica dos ventajas adicionales: (i) una incorporacion de los
nutrientes minerales contenidos en las bacterias; (ii) eliminaciéon de eficientes
competidores por los nutrientes minerales.

La bacterivoria por parte de los mixotrofos pudo potenciarse, no s6lo como
respuesta a un régimen de luz fotoinhibidor, sino también en relacién con su composicion
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elemental y la disponibilidad de nutrientes minerales limitantes. Asi, en un escenario en el
que la composicion elemental de las algas fue deficiente en P, mientras que la de las
bacterias fue mas equilibrada, una adicion pulsada de P pudo potenciar la capacidad
fagotrofica (en condiciones de luz) de los mixoétrofos, lo que es evidenciado a partir de
dos conjuntos de resultados:

6)] la disminucion del crecimiento bacteriano, a pesar de contar con suficiente P
inorganico y C fotosintético,

(i1) la disminucion de la fijacion de C inorganico y el incremento de la excrecion de C
organico por las algas, que podria ser el resultado de un exceso estequiométrico
de C tras la ingestion de bacterias, aunque no es excluyente un ajuste transitorio
del metabolismo debido al consumo de P para una ulterior estrategia de
crecimiento algal.

En un escenario en el que la composicion elemental de las algas fue suficiente en
P, mientras que la de las bacterias fue deficiente en P, una adicion pulsada de éste no
modificod las variables de actividad algal, pero si el patron de respuesta bacteriana al
espectro de radiacion solar, como consecuencia de procesos simultaneos:

)] el estimulo del crecimiento bacteriano en oscuridad y luz completa, que resulta
de la supresion del efecto dafiino de UVB, y por tanto de su vulnerabilidad,;

(i1) la disminucion del crecimiento bacteriano en todas las condiciones de luz,
particularmente en las que son menos desfavorables para el consumo algal de P
(antagonismo en —UVB, no sinergia en luz solar completa), sugiriendo que la
bacterivoria y la interaccion competitiva algas-bacterias por el P estuvo modulada
por las condiciones de luz.

Los resultados anteriores ponen de manifiesto la existencia de efectos
interactivos, generalmente antagoénicos, entre la composicion espectral de la radiacion
solar y el incremento de disponibilidad de nutrientes limitantes sobre las variables
respuesta cuando los organismos presentan una composicion elemental deficiente en estos
nutrientes. Con respecto al fitoplancton, los efectos atenuados de las regiones espectrales
tras el enriquecimiento con P pueden ser solo aparentes, al estar condicionados
principalmente por ajustes metabolicos. En relacion con las bacterias, las interacciones
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reflejan una disminucion de la vulnerabilidad a UVB, asi como el resultado de efectos
negativos por competencia o depredacion ejercidos por las algas, segn el régimen de luz.

Finalmente, la consecuencia del control por mixétrofos sobre las bacterias es
establecer un “cortocircuito” del flujo de C, sin el establecimiento de un verdadero bucle
microbiano y que determina una potenciacion de la cadena de pastoreo (Figura anterior).



CONCLUSIONES

Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; desde el
punto de vista intelectual estamos en una pequefa isla en
medio de un océano ilimitado de inexplicabilidad. Nuestra
tarea en cada generacion es recuperar algo mas de tierra.

T. H. Huxley (1825-1895)
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CONCLUSIONES

1. La estructura de la comunidad planctonica experimentd variaciones significativas
relacionadas con cambios en el régimen de precipitaciones, alcanzando la mayor
complejidad estructural durante el periodo de sequia y la menor tras el acusado
incremento del volumen de la laguna, que determiné una “dilucion” de nutrientes
y organismos en el ecosistema. Contrariamente a las tendencias establecidas para
sistemas oligotroficos, en la laguna de La Caldera existio un escaso desarrollo
tanto del bacterioplancton (baja abundancia, produccion y pequeio tamafo
celular), como de los componentes del bucle microbiano (ciliados y flagelados
heteretroficos). El desarrollo de estos ultimos fue favorecido por resuspension de
P desde el sedimento (1995, afio seco) y por el menor control de depredacion
cuando el zooplancton estuvo escasamente desarrollado (1996, afio humedo).

2. El bacterioplancton depende del carbono fotosintético excretado activamente por
las algas. Esta dependencia, que se evidencio sobre diferentes escalas temporales
de analisis (diaria, estacional, interanual) y se cuantificd experimentalmente,
constituye la base de una interaccion alga-bacteria fundamentalmente
comensalista.

3. La alta intensidad de radiaciéon ultravioleta incidente determindé un estrés
fisioldgico en la fraccion algal, manifestado en una inhibicidon de la produccion
primaria y un incremento en la tasa absoluta y relativa de excrecion de C
fotosintético. Las bacterias respondieron positivamente a esta mayor
disponibilidad de C dada su adaptacion a la radiacion solar, determinada por
eficientes mecanismos de fotoreparacion que, mediados por la radiacion UVA 'y
PAR, contrarrestan el dafio causado por UVB.
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4. El patrén de respuesta bacteriana al espectro de radiacion solar fue consistente
interanualmente y dependié del C fotosintético excretado por las algas. La
respuesta bacteriana a la radiacion solar completa, resultado neto de procesos de
dafio y de recuperacion, estuvo relacionada con la composicion elemental de las
bacterias. Cuando ésta fue deficiente en P, las bacterias fueron mas vulnerables a
UVB y determiné que la radiacion solar completa ejerciera un efecto inhibidor
neto sobre el crecimiento bacteriano. Esta vulnerabilidad se suprimié con un
incremento en la disponibilidad de P.

5. Existieron efectos interactivos, generalmente antagonicos, entre la composicion
espectral de la radiacion solar y el incremento de disponibilidad de nutrientes
limitantes sobre la actividad de algas y bacterias cuando presentaron una
composicion elemental deficiente en estos nutrientes. En el fitoplancton, la
atenuacion de los efectos de las regiones espectrales de radiacion tras el
enriquecimiento con P estuvieron condicionados principalmente por ajustes
metabolicos. En el caso de las bacterias, las interacciones reflejaron un estimulo
de su crecimiento, asi como el resultado de efectos negativos por competencia o
depredacion ejercidos por las algas, segtn el régimen de luz.

6. El fitoplancton ejercié un control de depredacion sobre las bacterias como
resultado de un metabolismo mixotréfico, lo que fue evidenciado por pruebas
indirectas y experimentales. Esto se interpreta como una estrategia adaptativa que
permite utilizar a las bacterias como fuente tanto de C organico (de origen
fotosintético) como de nutrientes minerales limitantes en condiciones
desfavorables para la sintesis autotréfica de C y para el consumo de nutrientes
(alta intensidad de radiacion ultravioleta), a la vez que eliminan a sus
competidores por estos nutrientes (las propias bacterias). Este control de
depredacion puede explicar el escaso desarrollo del componente
microheterotréfico en el sistema y la potenciacion del flujo de C a través de la
cadena de pastoreo.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ADNasa I Desoxirribonucleasa |

AT Actividad total

BIO Comunidad biolégica total planctonica

CARB Requerimientos bacterianos de carbono de origen algal
CIL Ciliados

%CUEDb Eficiencia de uso de carbono fotosintético por las bacterias
DE Desviacion estandar

DIN Nitrogeno inorganico disuelto

DOC Carbono organico disuelto < 0.2 pm

DOM Materia organica disuelta

D, Disco de Secchi

EE Error estandar

EOC Excrecion de carbono organico

%EOC % de excrecion de carbono organico con respecto al producido
HNF Nanoflagelados heterotréficos

IT Tasa de incorporacion de timidina

NDT Nitrogeno disuelto total

NPa Nitroégeno particulado

N:Py¢ Razoén N:P de la fraccion bacteriana o fitoplanctonica
NT Nitrégeno total

PAR Radiacion fotosintéticamente activa

PB Produccion bacteriana

PdB Productividad bacteriana

PdP Productividad primaria

PDT Fosforo disuelto total

%PEA Eficiencia de asimilacion de C fotosintético por las bacterias
POC, Carbono orgénico particulado = 2 pm

POC, Carbono organico particulado 0.2-1.0 pm

PP Produccion primaria

PPa Fosforo particulado

PT Fosforo total

RuBisCo Ribulosa bis-fosfato carboxilasa

SRP Fosforo reactivo soluble

TdR Timidina etiquetada

TOC Carbono orgénico total

UVA Radiacion ultravioleta A

UVB Radiacion ultravioleta B

UVR Radiacion ultravioleta








