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RESUMEN

La importancia de las picocianobacterias en ecosistemas acuaticos es,
hoy en dia, un hecho contrastado y muy bien documentado, tanto por lo
que se refiere a su abundancia absoluta como a la biomasa relativa
respecto al resto de organismos presentes en estos ecosistemas. Las
picocianobacterias son, ademas, los principales productores primarios en
la mayoria de ecosistemas acuaticos, siendo la base de la red trofica en
algunos de estos ecosistemas, con un impacto muy importante en sus
ciclos biogeoquimicos. En el presente trabajo se ha estudiado la
abundancia y dinamica, tanto en el perfil vertical como en su evolucién a
lo largo del ciclo limnoldgico, de las poblaciones de picoplancton, y en
especial de picocianobacterias (Pcy) en la Laguna de La Cruz, asi como
los factores que las determinan. Son muchos los factores que pueden
influir en la abundancia y dinamica de las picocianobacterias: factores
fisicos y quimicos como, por ejemplo, la localizacion y morfologia de la
cubeta, su régimen térmico y patrones de estratificacion, la distribucion
de la luz en el perfil vertical, la disponibilidad de nutrientes inorganicos
esenciales; y factores bidticos como la interaccion con el resto de

productores primarios o la depredacion.

La Laguna de La Cruz, localizada en la serrania de Cuenca (1032
m.s.n.m.), es un sistema meromictico situado en el fondo de una dolina
de hundimiento, de forma circular (116 m. de diametro y unos 10.000 m?
de area superficial). La laguna presenta una fuerte estratificacion térmica
estival junto con gradientes verticales de luz, oxigeno, y nutrientes, entre

otros. Estos patrones de estratificacion permiten una gran diversidad de



microambientes donde se pueden desarrollar diferentes poblaciones de
microorganismos con una gran variedad de metabolismos, tanto
fotosintéticos, quimiolitotrofos, como heterétrofos. La marcada
termoclina estacional y su caracter meromictico hace posible que se
formen dos maximos de estabilidad (medidos como frecuencia de Brunt
Vaisséld), uno permanente en la picnoclina a 16 metros de profundidad y
otro en la termoclina de profundidad variable a medida que avanza la
estratificacion. Esto aisla, durante todo el periodo de estratificacion, al
metalimnion e hipolimnion, permitiendo una microestratificacion muy
estable de las poblaciones microbianas planctonicas, pero que también
limita la difusion de materia y energia en el perfil vertical como, por

ejemplo, la difusion de nutrientes desde el monimolimnion.

En la Laguna de La Cruz se han identificado diferentes morfotipos de
picocianobacterias, con un tipo bacilar de pequefio tamafio como
dominante a lo largo de todo el ciclo limnoldgico. Los valores de
abundancia promedio en el perfil vertical son del orden de magnitud de
10°, con valores maximos de abundancia en el maximo profundo de
clorofila (DCM), en torno a 14 x 10° células ml*. Estos valores son muy
altos incluso para este tipo de sistemas que, en general, presentan rangos
de abundancia entre 10® y 10° células ml™. En cuanto a su dinamica a lo
largo del ciclo limnoldgico, los valores maximos de abundancia de Pcy
integrados en la columna de agua se observan en primavera,
concretamente en mayo. En este periodo las Pcy se distribuyen
homogéneamente por el epilimnion y el metalimnion, sin embargo, a

medida que avanza la estratificacion, y como consecuencia del



agotamiento de nutrientes, de la presion por depredacion y de los
cambios en la disponibilidad de luz, las poblaciones de Pcy se concentran
formando un DCM en torno a la oxiclina. Con los maximos profundos
bien establecidos, a mediados del verano se produce en la Laguna de La
Cruz la precipitacion calcica tumultuosa (“whiting”), lo que causa una
pérdida muy importante de biomasa en el perfil vertical, principalmente
de picocianobacterias, las cuales actian potencialmente en la nucleacion
de los cristales de calcita. A partir de septiembre se observa un
incremento muy importante de su biomasa en el maximo profundo de
clorofila, entre 10 y 12 metros de profundidad, que sin embargo no afecta

significativamente a los valores integrados de Pcy en la laguna.

Las caracteristicas antes descritas permiten que la laguna sea un buen
sistema modelo para estudiar aspectos metodoldgicos relacionados con la
distribucion espacial en el perfil vertical de las diferentes poblaciones de
organismos fotosintéticos presentes en la laguna. En relacién al analisis
de los diferentes pigmentos fotosintéticos presentes, se ha comprobado la
adecuacion de algunas de las ecuaciones espectrofotométricas mas
usadas en la bibliografia en sistemas estratificados con mezclas
complejas de pigmentos como la Laguna de La Cruz. Respecto a la
cuantificacion de las poblaciones de organismos fotosintéticos se ha
estudiado la viabilidad del uso de la citometria de flujo para la
identificacion y recuento de los organismos fotosintéticos mas
importantes de la laguna, mostrando que, con la calibracién adecuada, es
posible realizar estas determinaciones por citometria de flujo incluso con

diferencias de tamafio de varios 6rdenes de magnitud.



En la Laguna de La Cruz coexisten diferentes poblaciones microbianas
con diferentes metabolismos asociados a la fijacion del carbono, tanto
por fotosintesis (oxigenica y anoxigénica) como por quimiolitotrofia. En
términos de biomasa, las Pcy dominan la columna de agua de la laguna
en primavera y verano, mientras, que el nanofitoplancton eucariota
domina al final del periodo de estratificacion. Durante el periodo de
mezcla ambos grupos presentan una biomasa muy similar. La biomasa de
picoeucariotas y bacterias fotosintéticas es, relativamente, mucho menor
que la de las Pcy y nanofitoplancton. La biomasa integrada de todos los
productores primarios aumenta a medida que se desarrolla la
estatificacion, al igual que ocurre con la biomasa de NPB (“non
photosynthetic bacteria™) la cual, se encuentra acoplada a la produccién
primaria. La mezcla vertical produce un desfase muy significativo en este
acoplamiento, principalmente debido a la mineralizacion de los restos del
maximo otofial de nanofitoplacton, que produce, junto con el proceso de
mezcla, una mayor disponibilidad de nutrientes debido al proceso de
mineralizacion que se prolonga durante el periodo invernal, lo que

permite el rapido desarrollo primaveral de las Pcy.

La produccién anual integrada en la columna de agua de la Laguna de La
Cruz, durante el ciclo limnoldgico 2006, fue de 183,6 g C m afio™*dentro
del rango observado en lagos mesotroficos. La mayor parte de esta
produccion es debida a procesos dependientes de la luz (92,4%),
particularmente a la fotosintesis oxigénica (89,7%), mientras que la
fotosintesis anoxigenica es responsable de un 2,7% y la quimiolitotrofia
de un 7,6% del total de la asimilacion de carbono inorgéanica. Los



principales responsables de la fotosintesis oxigénica son las Pcy y el
nanofitoplancton en las aguas bien oxigenadas y la oxiclina. La
fotosintesis anoxigénica es llevada a cabo por bacterias del azufre,
principalmente la bacteria parpura del azufre, Lamprocystis purpurea, y
la bacteria verde del azufre, Chlorobium chlatratiforme, que se
desarrollan en el monimolimnion, y durante el periodo de estratificacion,
en el hipolimnion, donde la poblacion de Lamprocystis se situa debajo
del DCM vy la de Chlorobium debajo de Lamprocystis. Los
quimiolitotrofos son una fraccion del “NPB”, el cual incluye también al
picoplancton heter6trofo. La biomasa y produccion bacteriana de estos
ultimos se encuentra acoplada a la produccion primaria, excepto durante

la mezcla invernal.

La tasa de fotosintesis oxigénica en el epilimnion y el mixolimnion
permanece relativamente estable en torno a 5 mg C m= h. Los valores
maximos de fotosintesis oxigénica (40 mg C m= h?) se localizaron,
durante el periodo de estratificacion en otofio, en torno al 0,1% PAR,
correlacionandose con el desarrollo del maximo profundo de clorofila-a
(DCM) y formado principalmente por Pcy. Los valores méximos de
fotosintesis anoxigénica se localizaron en la interfase 6xico-andxica y en
el hipolimnion superior, coincidiendo con una mayor disponibilidad de
luz. La asimilacion de carbono inorganico por quimiolitotrofia fue
relativamente importante en la laguna, principalmente al final del periodo
de estratificacion y durante el periodo de mezcla, donde en el
hipolimnion y monimolimnion se encuentran tasas de fijacién oscura

comparables a las tasas fotosintéticas observadas en el epilimnion y



metalimnion. Se observa un claro dominio de la fraccion procariota en
los procesos de asimilacion de carbono inorgénico, principalmente por
fotosintesis oxigénica por medio de las picocianobacterias, responsables
de mas de un 80% de esta asimilacion a nivel global. Al final del periodo
de estratificacion, la asimilacion de carbono inorganico por
quimiolitotrofia se convierte en una significativa fuente de carbono
organico para la laguna. En contraste la fotosintesis anoxigénica
contribuye muy poco a la fijacion de carbono inorganico en el lago,
debido principalmente a la limitacion del habitat donde desarrollarse y a
las bajas concentraciones de sulfhidrico que presenta la Laguna de La

Cruz.

Durante el periodo de méxima estratificacion y estabilidad a nivel global,
y en el momento en el que la biomasa de Pcy es mas importante, el
control de las poblaciones de Pcy tiene lugar por depredacion,
principalmente en la DCM, por parte de protozoos, nanoflagelados y
metazooplancton. En la Laguna de La Cruz, la abundancia de Pcy esta
influenciada por la depredacion, principalmente en profundidades donde
la luz y los nutrientes ya son muy escasos, pero mantiene valores de
abundancia un orden de magnitud por encima de lo esperado para
sistemas acuaticos similares. ElI fosforo soluble, y su dindmica, son
también un factor clave para comprender el dominio de Pcy sobre el resto
de organismos fotosintéticos. Estas poblaciones presentan una tasa de
captacién y acumulacién de este nutriente, en forma de pirofosfato, tan
alta que las concentraciones en la laguna siempre son limitantes para el

resto de microorganismos. Esta estrategia permite que las Pcy tengan



fésforo disponible, proporcionando una importante ventaja respecto al
resto de grupos fotosintéticos, lo que permite mantener abundancias de

Pcy muy elevadas respecto a sistemas acuaticos similares.
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Capitulo 1 Introduccién General

1.1. Ecologia general de picocianobacterias (Pcy) en sistemas
acuaticos

El picofitoplancton, y més en concreto las picocianobacterias (Pcy), se engloban
dentro del denominado picoplancton. Este término fue introducido por Sieburth
et al., (1978), en una clasificacion en funcion del tamafio del plancton, de uso
generalizado a dia de hoy. Inicialmente, este término hacia referencia
Unicamente a bacterioplancton heter6trofo y fueron estudios posteriores los que
determinaron la contribucién generalizada y significativa de cianobacterias
unicelulares al picoplancton (Johnson y Sieburth, 1979; Waterbury et al., 1979;
Li et al., 1983). El picofitoplancton comprende microorganismos de pequefio
tamafio, en un rango de tamafio entre 0,2 um y 2 um, y estd compuesto
fundamentalmente de picocianobacterias procariotas (Pcy) y picoeucariotas
fot6trofos (Johnson y Sieburth, 1982). Se distribuye por todos los sistemas
acudticos del mundo, en todo tipo de lagos y océanos, independientemente del
estado tréfico (Stockner y Antia, 1986).

En los ecosistemas de agua dulce las Pcy dominan los ambientes pelagicos
(Stockner et al., 2002), pudiendo estar presentes como células individuales o
como microcolonias (Passoni y Callieri, 2001; Komarkova, 2002; Crosbie et al.,
2003), y presentando una diversidad de morfotipos y genética mayor que los
observados en ambientes marinos. A partir de maltiples estudios ecol6gicos
sabemos que las Pcy, como muchos otros grupos de procariotas, presentan una
gran capacidad de adaptacion, pudiendo aclimatarse con facilidad a diferentes
condiciones ambientales, como por ejemplo, diferentes niveles de luz por
adaptacion cromatica (Hauschild et al., 1991; Callieri, 1996; VV6r6s et al., 1998).
Los estudios genéticos realizados hasta ahora, principalmente del gen 16SRNA,
muestran que las Pcy son un grupo polifilético y con una taxonomia compleja

(Robertson et al., 2001). Por otro lado, estos microorganismos son responsables
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de una fraccidén significativa de la produccion primaria total en los sistemas
marinos y de agua dulce, donde contribuye significativamente (hasta el 80%) en
la productividad y biomasa fitoplancténica, llegando incluso a desplazar al
fitoplancton de mayor tamafio como base del consumo en la red trofica clasica
(Magazzu y Decembrini, 1995; Pittera et al., 2014). Las Pcy, ademas, juegan un
papel muy importante en el funcionamiento del bucle microbiano (Azam et al.,
1983), participando activamente en la regulacion de los flujos de materia y
energia, en su transferencia entre los compartimentos bidticos y abidticos, y en

el sustento y desarrollo de niveles troficos superiores (Di Poi et al., 2013).

En sistemas de agua dulce se ha observado una gran diversidad fenotipica de
Pcy, lo que hace que en la actualidad se estén estudiando las relaciones
filigenéticas de los componentes de este grupo, para conocer la relacién entre
diversidad morfoldgica y filogenia. La clasificacion fenotipica todavia es muy
importante para clasificar las poblaciones de Pcy, una primera clasificacion
dicotémica se realiza en dos tipos celulares en funcién del tipo de pigmentos
disponibles: el primero con autofluorescencia amarilla por ficoeritrina, células
PE-Rich y el segundo con autofluorescencia de color rojo por la presencia de
ficocianina, células PC-Rich (Wood et al., 1985; Ernst, 1991). Las cepas PE-
Rich tienen un maximo relativo de absorcion en torno 560 nm y, por lo tanto,
absorben la luz verde de manera muy efectiva, mientras que las cepas PC-Rich
tienen un pico de absorcién entorno a 625 nm y absorben la luz de color rojo
anaranjado con mas eficacia (Callieri et al., 1996; Haverkamp et al., 2008). Por
otro lado se conoce, para el bacterioplacton heterétrofo, que la competencia en
ambientes fluctuantes aumenta su diversidad fenotipica (Corno y Jiirgens,
2006). Sin embargo, en el caso especifico de Pcy todavia no se sabe, por
ejemplo, si la adaptacion a la luz baja (con el fin de sobrevivir en el limite de la

zona fética) puede ser una fuerza de seleccidn de una cepa mejor adaptada o si
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la capacidad de adaptacion del propio género es suficiente para sobrevivir en
condiciones extremas (Callieri et al., 2012).

La morfometria y el estado tréfico influyen fuertemente en la composicion,
diversidad y abundancia de las comunidades de Pcy en sistemas acuaticos. La
luz y la estratificacion son factores muy importantes en la generacion de nichos
especificos para su diferenciacion. El estado trofico afecta directamente a la
presencia y abundancia relativa de Pcy respecto al nanofitoplancton (Camacho,
2003). En general, se acepta que la proporcidn de biomasa que aporta Pcy al
total del fitoplancton aumenta con la disminucion del estado tréfico, en parte
debido a la alta afinidad de las Pcy por ortofosfato soluble y su capacidad de
asimilarlo a muy bajas concentraciones, asi como su capacidad para asimilar

fuentes organicas de fosfato.

También es conocido que la depredacion por protozoos o metazooplancton
puede influir en el desarrollo de las comunidades de Pcy, produciendo cambios
en su composicion estructural y taxondmica. Tanto los diferentes grupos de
ciliados y de nanoflagelados, como rotiferos y crustaceos, pueden ejercer una
importante presion de depredacion sobre las Pcy, lo que puede significar un
importante enlace trofico entre la produccién de las Pcy y la de niveles
superiores. La relevancia de las Pcy, como presa del zooplancton de menor
tamafio, permite establecer nuevos modelos de interaccion entre categorias
ecoldgicas del fitoplancton, respecto al resto de los componentes de la red

tréfica microbiana (Callieri et al., 2012).

Durante las Ultimas décadas, se han producido avances importantes en la
percepcion de la relevancia de las Pcy en sistemas acuaticos de agua dulce.
Estas conclusiones han llegado, en gran medida, a partir de un mejor

conocimiento de sistemas acuaticos concretos, en los que la investigacion ha
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permitido estudiar diferentes factores que influyen y determinan la abundancia y
dindmica de las Pcy, tanto en su distribucion en el perfil vertical como en su
dinamica durante el ciclo limnoldgico. En este sentido, un estudio integrado y
multifactorial, en una laguna donde la dominancia de las Pcy es tan importante,
puede aportar una valiosa informacion al conocimiento global de este grupo de
microorganismos. En estas tres ultimas décadas, se ha recopilado mucha
informacidn sobre los factores que afectan a la abundancia y distribucion de Pcy
(Callieri et al., 2012), pero falta informacion sobre como la diferenciacion de
diversos nichos, en funcion de estos factores (luz, temperatura, estado tréfico,
estabilidad de la columna de agua, presion de depredacion...), afecta a su

abundancia, desarrollo y dindmica en sistemas acuéticos.

1.2. Antecedentes limnoldgicos en la Laguna de La Cruz

Los estudios en la Laguna de La Cruz, por parte del grupo de limnologia de la
Universidad de Valencia, comenzaron en los afios 80. Aunque no se ha
realizado un seguimiento continuo y regular de la laguna, si que se han
realizado estudios muy detallados, tanto a nivel espacial, en la columna de agua,
como durante diferentes periodos de tiempo. De estos trabajos han sido
publicados, hasta la fecha, mas de 30 articulos y se han leido multiples tesis

doctorales sobre diferentes aspectos limnologicos.

En general, el marco fisico y quimico siempre estd presente en los trabajos
realizados, pero los primeros y mas detallados articulos revelando los detalles
de la estructura fisica y las caracteristicas quimicas de la laguna fueron
publicados por Vicente y Miracle (1988), Miracle et al., (1992), Julia et al.,
(1998) y Rodrigo et al., (2001). En estos articulos se describe el origen cérstico
de la laguna y su caracter meromictico, asi como el desarrollo estacional de la
termoclina, el perfil de luz (PAR) vy la distribucién de los principales nutrientes

inorganicos. Por otro lado, en Rodrigo et al., (1993) se detalla el origen y

5
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desarrollo del proceso de precipitacion tumultuosa de carbonato célcico,
(“whiting”), que tiene lugar anualmente en la Laguna de La Cruz. Se destaca
que el fendmeno se produce principalmente en verano, entre julio y agosto, y se
resalta que es el mas corto registrado en la bibliografia, con s6lo una semana de
duracion. Esto justifica la intensidad del mismo, con una rapida formacion de

cristales de carbonato calcico y una alta tasa de sedimentacion.

En cuanto a los estudios relacionados con las comunidades de organismos que
habitan en la Laguna de La Cruz, los estudios de la comunidad fitoplancténica
han sido de los mas abundantes y detallados (Rojo y Miracle, 1987; Dasi, 1990,
Dasi y Miracle, 1991; Miracle et al., 1998; Kiss et al., 2007; Sendra, 2009). En
general, desde los primeros estudios se ha observado un ligero aumento en la
abundancia de fitoplancton eucariota. Asimismo, se ha observado un aumento
en la importancia relativa de grupos como las Crisoficeas o Xantoficeas v,
principalmente, de las Conjugadas. En los ultimos 30 afios se mantiene estable
la composicion de especies, de nanofitoplancton, en la laguna con algunos
cambios en las especies dominantes, principalmente en Cloroficeas, Conjugadas
y Cryptomonas, generalmente hacia especies de menor tamafio. El estudio de
las comunidades bacterianas ha sido mas limitado; principalmente se han
estudiado en profundidad las bacterias fotosintéticas presentes en la laguna,
bacterias verdes y parpuras del azufre (Vicente y Miracle, 1988; Rodrigo et al.,
1993; Romero, 2007; Romero-Viana, 2006) mostrando que, pese a la limitada
concentracién de sulfhidrico disponible, se pueden llegar a formar densas
poblaciones de bacterias fotosintéticas, estratificadas, con bacterias purpura del
azufre dominando la oxiclina y el hipolimnion superior, y bacterias verdes del

azufre dominando el resto del hipolimnion.

Otro de los grupos bien estudiados, a lo largo de estos afios en la Laguna de La

Cruz, ha sido su comunidad de zooplancton, tanto las comunidades de rotiferos
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(Miracle y Vicente, 1983; Koste, 1991; Esparcia et al., 1991; Esparcia, 1993;
Armengol et al., 1993; Armengol et al., 1998; Armengol y Miracle, 2000;
Esparcia et al., 2001) como de crustdceos (Boronat, 2003) y claddceros
(Boronat et al., 2001), asi como su estructura en el perfil y los patrones de
migracion vertical en esta laguna (Armengol y Miracle, 2000; Boronat, 2003).
Se puede generalizar que el zooplancton de la Laguna de La Cruz muestra
cambios estacionales en la abundancia relativa de los distintos grupos. Se
observa una alternancia de cladédceros y copépodos desde la primavera hasta
mediados de verano, teniendo los rotiferos abundancias relativas mayores desde
el final del verano y durante el periodo de mezcla otofio-inverno. Los
copépodos presentan poblaciones permanentes, mientras que la presencia de las
especies de claddceros esta mas restringida a determinadas épocas. Las cinco
especies de crustaceos planctonicos, descritos en la Laguna de La Cruz,
presentan una estructurada distribucion vertical, situdndose los cladéceros, los
copepoditos y adultos de copépodos en la parte mas baja del metalimnion
durante la época estival. Mientras que, los nauplios de los copépodos se sittan,
principalmente, en el epilimnion. Durante los periodos de mezcla, las especies
de zooplancton presentes se distribuyen por toda la columna. Los ostracodos
(Mezquita, 2002) también han sido estudiados, pese a la escasa zona de bentos
litoral que posee la laguna. El perfil vertical y la migracion diaria de otros
organismos, como Chaoborus flavicans (diptero), también han sido estudiados
(Starkweather et al., 2005).

A excepcion de los estudios realizados sobre bacterias fotosintéticas, la fraccion
picoplanctonica en la Laguna de La Cruz ha sido, con diferencia, la menos
estudiada hasta ahora de la laguna. La presente tesis pretende rellenar este
hueco, sobre todo en lo que respecta a un grupo de microorganismos como las
Pcy que ha demostrado ser una pieza clave en el funcionamiento de los

ecosistemas acudticos, estableciendo su desarrollo, abundancia y dindmica, en
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relacién al marco fisico y quimico de la laguna y en relacion al resto de

microorganismos presentes en ella.

1.3. Objetivos de la tesis

El objetivo principal de esta tesis es el estudio integral de la fraccion
picoplancténica pelagica de la Laguna de La Cruz, principalmente de las
picocianobacterias, determinando los factores, tanto fisicos y quimicos como
bidticos mas importantes, que influyen en sus patrones de distribucidn,

abundancia, actividad y dinamica estacional.
Como objetivos especificos estan los siguientes:

Delimitar el marco fisico y quimico de la Laguna de la Cruz, a lo largo del ciclo
hidrolégico en el que se desarrolla el presente estudio, profundizando
principalmente en el desarrollo y dindmica de los gradientes de densidad

(estratificacion), luz y nutrientes.

Establecer los patrones de distribucidn, las abundancias y la dindmica espacial y
temporal de las poblaciones de Pcy, en relacion a las del resto de

microorganismos presentes en la laguna.

Obtener un método cromatografico (HPLC) que permita determinar vy
cuantificar los pigmentos fotosintéticos mas importantes en mezclas complejas
de microorganismos fotosintéticos en lagos estratificados; y establecer asi,
metodolégicamente, la adecuacion de las diferentes ecuaciones
espectrofotométricas mas usadas en la bibliografia a este tipo de ecosistemas

estratificados.

Determinar la viabilidad de la citometria de flujo, para la identificacion y

cuantificacion de los microorganismos fotosintéticos presentes en la Laguna de
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la Cruz, en comparacion con los recuentos realizados por microscopia.

Establecer las ventajas e inconvenientes de ambas metodologias.

Cuantificar estacionalmente, en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz, las
tasas de asimilacion inorgénica de carbono, tanto fotosintética (oxigénica y
anoxigénica) como por quimiolitotrofia. Determinar la relevancia relativa de
cada tipo de metabolismo de asimilacion inorganica de carbono en relacion a la

biomasa productores primarios en la laguna.

Determinar experimentalmente, con ensayos “in situ” y de laboratorio, los
factores mas relevantes, principalmente disponibilidad de nutrientes,
depredacion y cantidad y calidad de la luz, que influyen en la abundancia y
distribucion de las Pcy en la Laguna de la Cruz y en su relacidn con el resto de

microorganismos presentes en la laguna durante el periodo de estratificacion.

1.4. Organizacion y estructura de esta tesis

La presente tesis se encuentra estructurada en 8 capitulos mas las conclusiones
generales. El primer capitulo es una introduccién general sobre la fraccion
picoplanctonica, con especial énfasis a la ecologia de las picocianobacterias,
que son el motivo central de esta tesis; ademas de resumir la actividad cientifica
que hasta la fecha ha sido publicada de la Laguna de la Cruz, en total mas de 30

publicaciones y 6 tesis doctorales sobre diferentes aspectos limnologicos.

El segundo capitulo, de metodologia general, integra todas aquellas
metodologias que, de alguna manera, son necesarias en el conjunto de la tesis;
bien por aparecer en diferentes capitulos o por ser demasiado generales. Cada
capitulo puede contar, ademéas, con metodologia especifica. El capitulo 3
establece el marco fisico y quimico de la Laguna de La Cruz, mientras que

capitulo 4 detalla la distribucion, abundancia y dindmica de las Pcy en la
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Laguna de La Cruz, en relacion con el resto de microorganismos presentes en la

laguna.

Los capitulos 5 y 6 son principalmente metodoldgicos; la Laguna de la Cruz
presenta caracteristicas particulares que hacen que se puedan delimitar muy bien
los factores de estudio, lo que la hace un buen sistema modelo para estudios
metodoldgicos. En el capitulo 5 se presentan las modificaciones metodoldgicas
para identificar y cuantificar por HPLC los principales pigmentos de los
microorganismos fotosintéticos que alberga la Laguna de la Cruz, asi como la
viabilidad del uso de determinadas ecuaciones espectrofotométricas para
estimar los pigmentos fotosintéticos en este tipo de ecosistemas. En el capitulo
6 se detalla la viabilidad del uso de la citometria de flujo para la identificacion
y recuento de microorganismos fotosintéticos en mezclas heterogéneas, como
los lagos estratificados y, en concreto, en el perfil vertical de la Laguna de La

Cruz.

En el capitulo 7 se describe la actividad de fijacién de carbono inorgénico en el
perfil vertical de la laguna, asi como su dindmica estacional, relacionandolo con
la biomasa de los principales microrganismos fijadores de carbono presentes en
la laguna. En el capitulo 8 se establecen los factores mas relevantes,
principalmente nutrientes, depredacion y luz, que influyen en la abundancia y
distribucion de las Pcy. Se integran resultados experimentales “in situ” 'y de
laboratorio para establecer ademas la interaccion de Pcy con el resto de
microorganismos presentes en la laguna y con los factores fisicos y quimicos
mas relevantes durante el periodo de estratificacion. Por ultimo, en las
conclusiones finales, se retnen las conclusiones mas relevantes de todos los

capitulos anteriores.
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En el presente capitulo se describe la metodologia general empleada para la
realizacion de esta tesis. La informacién de este capitulo, tanto de los equipos
como de los métodos empleados, se establece en funcion de la necesidad que de
esa informacion en capitulos posteriores. La metodologia especifica se

encuentra en su capitulo.

Lugar de estudio y periodicidad de los muestreos

El cuerpo principal de esta tesis lo constituyen los trabajos realizados en la
Laguna de La Cruz, de esta laguna se ha realizado un seguimiento mensual
durante los afios 2005, 2006 y 2007. El ciclo limnoldgico estudiado con mas
detalle ha sido el del 2006, en el que ademas se realizaron los muestreos
estacionales para la determinacién de la asimilacion de carbono inorganico en el
perfil vertical, asi como los bioensayos y experimentos mas importantes. El
conjunto de torcas del que forma parte la laguna, base del presente trabajo, se
localiza en el municipio “Cafiada del Hoyo”, en la provincia de Cuenca
(Comunidad de Castilla-La Mancha), distribuyéndose a ambas margenes del rio
Guadazadn. Se trata de una zona carstica, en la parte sur de la Serrania
Conquense y a una altitud de 1.032 m.s.n.m. (UTM30SWK9627, coordenadas
3959 16.0008903 N - 1 52 25.1449818 W). El conjunto consta de 34 torcas, 12
guedan en la margen izquierda y 22 en la margen derecha, entre las que se
encuentra la Laguna de La Cruz que junto con 6 lagunas mas, forman el
conjunto de lagunas de la margen derecha que presentan agua permanentemente
(Rodrigo, 1997).
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Figura 2.1 Vista aérea del sistema lagunar de Cafiada del Hoyo y fotografia, en detalle,

de La Laguna de La Cruz.

Batimetria

Los diferentes perfiles batimétricos, para la caracterizacion de la cubeta, se
realizaron con una ecosonda Lowrance LCX-15 CT Color Recording Sonar
(Dual-frequency 50-200 kHz selectivity).
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Perfiles verticales. Caracterizacion fisica y quimica

Sonda multiparamétrica CTD “Seabird”

La sonda multiparamétrica CTD (acrénimo de Conductivity, Temperature y
Depth) “Seabird SBE 19” es una herramienta muy precisa para la determinacion
de propiedades fisicas y quimicas en sistemas acuaticos. Proporciona importante
informacion de la distribucidn, en el perfil vertical, de las variables medidas en
los sensores instalados. Para la realizacion de esta tesis doctoral, la sonda tenia
equipados los sensores béasicos (CTD) de temperatura, conductividad y

profundidad mas dos conjuntos de sondas.
1. Temperatura (°C)
2. Conductividad (uS cm)

3. Presion (profundidad, m)

4. Oxigeno disuelto (ppm, %)
5. Clorofila a (ug IY). Fluorimetria
6. Ficocianina (U.A.F.). Fluorimetria

7. Ficoeritrina (U.A.F). Fluorimetria

8. cDOM (materia orgénica disuelta) (ppm SQ). Fluorimetria
9. pH
10. Eh(O.R.P)

11.  Turbidez (NTU)
Sonda independiente acoplada a SBE 19:
12.  Phytoflash (rendimiento fotosintético)
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Figura 2.2 Sonda multiparamétrica CTD (Seabird 19), durante un perfil vertical, en la

Laguna de La Cruz.

1. Temperatura (°C)

El sensor de temperatura, incorporado en la CTD, tiene un rango de medicién
que se sitla entre -5 °C y 35 °C, con una exactitud de 0,01 °C / 6 meses y una
resolucion de 0,001 °C.

El valor de temperatura obtenido se representa como T90 (The International
Temperature Scale of 1990 (ITS-90)), que sustituye a la anterior IPTS68. Para
todos los equipos anteriores a 1990 la temperatura es T68, todos los estudios

21



Capitulo 2 Metodologia General

anteriores en las diferentes lagunas, no realizados con el Seabird, siguen ese

estandar, por lo que para comparar los resultados la transformacion seria:
T68 = 1.00024 * T90

2. Conductividad especifica (uS cm™)

El perfilador vertical, SBE 19 SEACAT, realiza las medidas de conductividad
en dos escalas diferentes, una normal y otra en rango bajo; esta Gltima es la mas
adecuada para agua dulce, con un rango de mediciéon entre 0-0,6 S/m, una

exactitud de 0,001 S m/1 /6 meses y una resolucién de 0,0001 S m/1.

Para el estudio de la conductividad, en sistemas acuaticos naturales, se
recomienda que la medida de conductividad se corrija por la temperatura;
aunque existen alternativas, la mas usada es la que usa como referencia la

temperatura de 25°C y viene definida por la formula (Standard Methods, 2005):
Conductividad especifica [umhos/cm] = (C * 10,000) / (1 + A * (T-25))
donde:

C = conductividad [S/m]
T = temperatura [°C]

A = “thermal coefficient” o0 conductividad para soluciones salinas iénicas
naturales

(S/m = Siemens/metro, 1 S/m = 10 milimhos/cm)

La conversion de las medidas de conductividad en medidas de concentracion
idnica (salinidad) se define por la “Practical Salinity Scale (PSS-78)(UNESCO,
1981). Sin embargo, esta conversion viene definida por los ratios idnicos en
agua de mar estandar, por lo que en agua dulce, el calculo de la concentracion
i6nica (salinidad), a partir de la conductividad, no se encuentra bien definida de
manera global, siendo necesario el desarrollo de una ecuacion especifica para

cada sistema. En nuestro caso usamos los ratios estandar, por lo que los
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resultados de salinidad se usaran para estudios comparativos del perfil vertical y
la dindmica temporal en una misma masa de agua, pero no en la comparacion de

sistemas acuaticos.

3. Presion (profundidad (m))

Sensor de presion “Paroscientific Digiquartz” modificado por temperatura,
configurado con un rango de 0-100 psia, una exactitud de 0,25 psia y una

resolucién 0,15 psia.

El calculo de la profundidad para agua dulce (a nivel del mar) se realiza asi:
Profundidad (m) = p * 1.019716

p = presién en decibares

Para sistemas acuaticos a diferente altura, respecto al nivel del mar, se toman las
primeras medidas del equipo con el sensor de presion a 25 cm bajo la superficie

del agua, y con esta medida de referencia se corrige todo el perfil vertical.

4. Oxigeno disuelto (sensor SBE-43).

El sensor de oxigeno disuelto SBE-43, instalado en el perfilador vertical SBE
19 SEACAT, es de tipo membrana polarogréfica; el sensor recoge los datos de
voltaje para su posterior procesado y conversion a concentracién de oxigeno
disuelto (ml/l), siguiendo una version modificada de los algoritmos de Owens
and Millard (1985).

Oxygen (ml/l) = [Soc * (V + Voffset)) * exp(Tcor * T) * Oxsat(T,S) * exp(Pcor
* P)
donde:

V = SBE 43 output voltaje (volts)

T = CTD temperatura (°C)

S = CTD salinidad (psu)

P = CTD presion (dbars)

Oxsat(T,S) = saturacién de oxigeno (mi/l)
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Coeficientes (Calibracion 29 de diciembre de 2005)
SOC =0,4292
Voffset = -0,5100
Tcor = 0,0009
Pcor = 1,35 *10-4

5. Clorofila-a (WETStar de Wetlabs)

En el perfilador vertical SBE 19 SEACAT se encuentra instalado el sensor de
concentracién de clorofila “WETStar fluorometer (WS1S-373)” de wetlabs; el
sensor tiene unas longitudes de onda de excitacion/emision (Ex/Em) de 470/695
nm y una sensibilidad de 0.025 pg/l, con un rango (“high range”) entre 0,01 y
150 pgll.

El célculo de la concentracion de clorofila se calcula a partir de la ecuacion:
Concentration (ng/l) = (Output — Blank Output) * Scale Factor

donde:

Output (volts) = salida en voltaje del sensor

Blank Output (volts) = medida del blanco en voltaje de agua filtrada

Scale Factor (ug/l-volt) = multiplicador

El blanco se determiné periédicamente con agua destilada (MilliQ). El factor de
calibracion que proporciona Wetlabs se puede usar para obtener valores
aproximados de concentracion de clorofila, sin embargo, es aconsejable, en
estos casos, obtener factores de calibrados de campo. La relacion entre la
fluorescencia de la clorofila a y su concentracion es muy variable; para una
buena calibracion de este tipo de sensores, el factor de escala se debe corregir

cuando el tipo de plancton cambia, bien por cambios estacionales o por tratarse
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de sistemas acuaticos distintos. Las correlaciones se realizaron con medidas de

clorofila a obtenidas por espectrofotometria y HPLC.

6. Ficocianina (Cyclops-7 de Turner)

Con el fluorimetro Cyclops-7 obtenemos informacion de la concentracién de
ficocianina en la columna de agua; este pigmento lo poseen principalmente
cianobacterias, lo que nos permite conocer la abundancia de este grupo y si
presenta maximos profundos. Las longitudes de onda de excitacién/emisién son
Ex: 630 y Em: 660, con un rango (X1 Gain) de entre 1.400 y 2 millones de

células/ml.

7. Ficoeritrina (Fluorimetro Seapoint)

Con este fluorimetro se puede determinar la concentracion de ficoeritrina en la
columna de agua que, al igual que la ficocianina, es un pigmento caracteristico
de cianobacterias (aunque sélo de algunas especies caracteristicas), 1o que nos
permite definir, con mas precision, el tipo de cianobacterias que encontramos en
el perfil vertical. Las longitudes de onda de excitacién/emision son Ex: 540 y

Em: 610, con un rango entre 0,03 y 150 pg/l.

8. CDOM (Wetlabs)

El fluorimetro de CDOM (“Colored dissolved organic matter””) Wetstar permite
la medida de concentraciones relativas de materia orgénica disuelta; los valores
se obtienen midiendo, directamente, la emision de fluorescencia del agua tras la
excitacion con ultravioleta. EI agua se bombea al interior del equipo, en una
cubeta de cuarzo donde la muestra es excitada con 2 leds de 370 nm (10 nm
FWHM) y un sensor situado a 90° recoge la emision a 460 nm (120 nm
FWHM). El equipo presenta una sensibilidad de 0.025 ppb QS con un range de
hasta 100 ppb.
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La concentracion de CDOM “QSDE” (Quinine Sulfate Dihydrate Equivalent)
viene expresada en ppb y se obtiene a partir de la ecuacion:

CDOM “QSDE?” (ppb) = Factor de escala X (Voutput-Voffset)
donde:

Output (volts) = salida en voltaje del sensor

Blank Output (volts) = medida del blanco en voltaje de agua filtrada
Scale Factor (pg/l-volt) = multiplicador

Coeficientes (Calibracién 4 de mayo de 2005)

Voffset (voltios) = -0,052

Factor de escala = 68 pb/V

El valor de blanco (Voffset) se comprueba periddicamente con agua destilada
(MilliQ).

Turbidez (Seapoint)

El turbidimetro Seapoint, instalado en la CTD, detecta la luz dispersada por las
particulas en suspension en el agua; el sensor emite luz de 880 nm y mide la

dispersion de esa luz emitida.
Turbidez (FTU) = Factor de escala X (Voutput-Voffset)

Factor de escala:

G100X (200 mV/FTU) rango de 0-25 FTU
G20X (40 mV/FTU) rango de 0-125 FTU
G1x (2 mV/FTU) rango de 0-759 FTU

Phytoflash (Turner)

Esta metodologia de fluorescencia activa (pulsante) permite estimar el
rendimiento fotosintético en el perfil de la columna de agua, gracias a este dato

sabemos la eficacia con la que se esté realizando la fotosintesis en el sistema
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acuatico, pudiendo asi sacar conclusiones de su productividad. Se pueden
encontrar mas detalles en el capitulo 7.

Toma de muestras, separacion y fijacion “in situ”.

Toma de muestras

La toma de muestras se realizd desde abril de 2005 a septiembre de 2007. La

frecuencia de muestreo fue, aproximadamente, mensual.

Figura 2.2 Doble cono, para el muestreo de sistemas estratificados, durante una toma de
muestras en la Laguna de La Cruz.

Tras determinar los perfiles fisicos y quimicos, con la sonda multiparamétrica
CTD de temperatura, oxigeno disuelto, conductividad, turbidez, pH, O.R.P.,
CDOM, clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, se realizaba la seleccion de los
puntos de muestreo y se pasaba a la toma de muestras. En total se tomaban entre

15 y 20 muestras, centrando la atencion en la zona de la interfase 6xico-andxica
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y sus alrededores, asi como en las zonas de méximos de oxigeno por coincidir,

habitualmente, con méximos poblacionales de organismos fotosintéticos.

El método de muestreo elegido para la toma de muestras de agua debe ser
adecuado para el objetivo que se pretende estudiar. Asi, se us6é un sistema de
doble cono con entrada laminar (Miracle et al., 1992) (figura 2.2), con una
resolucion vertical entre 2,5y 5 cm (Gasol et al., 1990).

La recogida de las muestras se realizaba en recipientes adecuados, con
tratamiento previo si era preciso (conservantes o reactivos), guardandose las

muestras a 4° C en oscuridad hasta su procesado (Sendra, 2009).

Meétodos analiticos

Métodos quimicos instrumentales

Variables determinadas en laboratorio

Los métodos utilizados, para determinar las variables que se sefialan en este
apartado, son los descritos por la bibliografia general de analisis de agua
(Strickland y Parsons, 1972; Golterman et al., 1978; Wetzel y Likens, 1979;
Rodier, 1984; APHA-AWWA-WPCF, 1992). En este apartado se realiza una
breve descripcion del fundamento de cada determinacion, pudiéndose encontrar
una descripcion mas detallada, en cuanto al procedimiento y reactivos utilizados
en cada caso, en Camacho (1997). Cuando se precisaba la utilizacion de
técnicas de espectrofotometria se emple6 un espectrofotémetro UV-Visible
Beckman, modelo DU-7, complementado con un sistema de salida de datos,
para permitir su almacenaje en soporte informéatico y su posterior tratamiento en

caso de necesitarse.

Nitrito
Su determinacion se basa en la reaccion de Griess. En medio acido, el nitrito se

transforma en acido nitroso, el cual reacciona con la sulfanilamida formando
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una sal diazonica, que reacciona de forma cuantitativa con la naftil-etilen-
diamida para dar un compuesto que toma una coloracion rosada detectable,
cuantitativamente, por espectrofotometria (Golterman et al., 1978).

Nitrato

El nitrato se puede determinar reduciéndolo de forma cuantitativa a nitrito, el
cual se estima por el método de Griess; para ello se pasa la muestra tamponada
(pH=8) por una columna reductora de cadmio cuperizado (Golterman et al.,
1978).

Amonio

La concentracion de amonio en las muestras se determind por el método del
azul de indofenol modificado (Golterman, 2004). EI método es sensible entre 0-
70 uM. Tras una incubacién previa (30 minutos) con salicilato de sodio se
afiade isocianurato en medio alcalino durante una hora. Tras la que se mide la

absorbancia a 630 nm.

Fosforo reactivo soluble

El fosforo reactivo soluble puede estimarse mediante espectrofotometria ya que,
en medio acido, los iones fosfato reaccionan con el molibdato dando un
compuesto de color amarillo, el fosfomolibdato, el cual tras una reduccién con
acido ascorbico da lugar a un compuesto de color azul (azul de molibdeno),

cuya intensidad es proporcional a la concentracion de fosfato.

Fosforo total

Se puede determinar mediante el método del azul de molibdeno (Golterman et
al., 1978), tras realizar una digestion acida de la muestra; se provoca asi la
hidrolisis de los polifosfatos y los compuestos organicos que contienen fésforo,
llegando a ortofosfato, el cual ya puede determinarse mediante el método antes

expuesto.
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Nitrégeno total

El nitrogeno total se determind espectrofotométricamente tras doble digestion
(Golterman, 2004) basada en el método de Koroleff (1983) modificado por
Qualls (1989) por el método de la segunda derivada de la curva de absorbancia
en el UV medida a 224 nm.

Silicato reactivo soluble

El silicato, en medio &cido, reacciona con el molibdato aménico dando un
compuesto de color amarillo (&cido molibdosilicico), el cual puede reducirse
dando un compuesto de color azul; dicha coloracion es proporcional al silicato
contenido en la muestra (Rodier, 1984) y puede estimarse mediante
espectrofotometria.

Métodos separativos

Procedimiento de extraccion de pigmentos

Para la extraccion de pigmentos, el seston se recuperd, por filtracion de agua de
cada profundidad, en filtros GF/F (Whatman 47mm). Después de eso, los filtros
se colocaron en tubos Corning que contenian 5 ml de acetona 90% (modificado
de Strickland y Parsons, 1972). Con el fin de facilitar la extraccion, las muestras
se sometieron a ultrasonidos, durante 5 minutos, varias veces. Las muestras se
colocaron después a -20 °C en la oscuridad, durante al menos 8 horas.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron (3000x g durante 10 min) y el pellet
fue descartado. El sobrenadante se filtr6 a través de PTFE filtros de 0,2 um
(VWR) y se proces6 en las siguientes 3 horas. Las determinaciones
espectrofotométricas y HPLC se llevaron a cabo en paralelo, con dos alicuotas

del mismo extracto.
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Determinacion de pigmentos fotosintéticos por espectrofotometria visible

Se realizaron medidas espectrofotométricas, con 2 ml de extracto filtrado en
cubetas de cuarzo de 1 cm, utilizando un espectrofotometro Beckman DU-7
UV-Visible. Los espectros de escaneo desde 350 a 900nm, con una resolucién
de 0,5nm, se registraron y procesaron digitalmente. La concentracién de
diferentes pigmentos fotosintéticos se obtuvo mediante el uso de los algoritmos

compilados en la tabla 5.1 del capitulo 5.

Pigmentos, determinacion por cromatografia liguida de alta resolucién
(HPLC)

Para analizar la composicion de pigmentos por HPLC, una alicuota de 150 ul de
cada extracto se inyectd en un sistema de HPLC con un detector PDA 996. Para
mejorar la separacion los diferentes pigmentos fotosintéticos, y antes de la
inyeccion, las alicuotas se mezclaron con un volumen de acetato de amonio
(agente de apareamiento i6nico), a una concentracion final de 0,1mM. El
sistema estaba equipado con dos columnas (Spherisorb S5 ODS2), que trabajan
en serie, cada carrera tiene una duracion de 95 min a 35°C, en un gradiente de
metanol/amonio/acetato/acetona modificado de Pinckney et al., (1996), para
mejorar la separacion (ver gradiente en la tabla 2.1). Los pigmentos eluidos se
detectaron mediante PDA, en un rango de absorbancia de 380 a 800nm. Las
identidades de cada pico se determinaron, mediante la comparacion de los
tiempos de retencion y espectros con los estandares puros comprados a DHI®, o
con cromatogramas obtenidos de cultivos de algas o bacterias del azufre puros.
En todos los casos, las correlaciones lineales se realizaron con intercepcion
forzada a cero. Para algunos carotenoides algales, y todos los pigmentos
bacterianos, las concentraciones se calcularon usando coeficientes de extincion

especificos (Foppen, 1971; Jeffrey et al., 1999).
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Tabla 2.1. Resumen de la carrera cromatografica (HPLC) para la separacion de

pigmentos fotosintéticos en la Laguna de La Cruz.

Tiempo Flujo Metanol Acetato aménico  Acetona
(min) (ml min?) % 0.1M% %
0 0.8 80 20 0
5 0.8 80 10 10
45 1.25 80 5 15
50 15 80 0 20
65 0.8 80 0 20
67 0.8 80 20 0
95 0.8 80 20 0

Enumeracion y calculo de biomasa de microorganismos

Para proceder al recuento de picoplancton fotosintético y no fotosintético, las
muestras de agua se fijaron con una solucion de paraformaldehido:
glutaraldehido tamponado con PBS (solucion a una concentracion final de 1%:
0,05% respectivamente, Marie et al., 1997). Una vez en el laboratorio diferentes
submuestras de entre 0,1 y 5 ml, dependiendo de la cantidad aproximada de
biomasa microbiana, se filtraron a través de filtros negros con tamafio de poro
de 0,2 pm (Nuclepore ™) a baja presion. Una cuarta parte de filtro se conto
directamente bajo un microscopio de epifluorescencia Zeiss RS 1l (1250x), y
las células se clasificaron, como picocianobacteria (Pcy) o picoeukariotas
(Ape), en base a su autofluorescencia, forma, tamafo celular y la presencia de

cloroplastos.

El recuento de NPB, bacterias no fotosintéticas, (heterétrofas vy
guimiolitotrofas), otro cuarto del filtro se tifid con DAPI (Porter y Feig, 1980) y

se contd con un microscopio de epifluorescencia invertida (1250x) Zeiss Il RS.
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Tanto el DAPI como las células con auto-fluorescencia inducida se observaron
mediante el uso de filtros estandar para la excitacion en el ultravioleta y en el
azul (Maclsaac y Stockner, 1993).

Por otro lado, las bacterias fotosintéticas del azufre, después de ser retenidas en
un filtro de acetato de celulosa (0,2 um de diametro de poro), se contaron por
contraste de fase con un microscopio Zeiss RS Il en 1250x. Estos filtros se
secaron y se tifieron con eritrosina fenicada para permitir la identificacién
células (Jones, 1979).

Para el recuento de nanofitoplancton eucariota, de ciliados y nanoflagelados, las
muestras de agua se fijaron con solucion de Lugol y 50 ml se dejaron en las
cadmaras de sedimentacion Utermohl durante 48h (Utermdhl, 1958). En este
caso, la identificacion y el recuento se realizaron con un microscopio Nikon
Eclipse TE2000-S invertido en 600x y 1000x.

En todos los casos, al menos 500 individuos fueron contados y 10 individuos de
cada especie fueron medidos con el fin de calcular el biovolumen y poder

realizar los calculos de biomasa.

Los factores de conversion de biomasa, para convertir biovolumen a contenido
de carbono, se tomaron de diversas fuentes. Para picoprocariotas y
picoeucariotas se tomo6 de Worden (2004), mientras que el factor de conversién
de la biomasa de nanofitoplancton se obtuvo de Wetzel (2001). El contenido en
carbono de las células bacterianas y su biomasa total de se calcul6 de acuerdo a
Loferer-KroR3bacher et al., (1998).
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Capitulo 3

3.1. Introduccién

La caracterizacion fisica y quimica de los ecosistemas acudticos ha sido,
histéricamente (Hutchinson, 1958; Lerman et al., 1995), un aspecto esencial a la
hora de comprender e interpretar el desarrollo y la dindmica de las poblaciones
de organismos presentes en estos ecosistemas y, de forma global, entender su
funcionamiento (Margalef, 1983; Wetzel, 2001). Aspectos como la
climatologia, la meteorologia y conceptos como el balance térmico, la
intensidad y la dindmica del proceso de estratificacién térmica estival
dependiente de factores climaticos, la intensidad y calidad de la luz en la
columna de agua y la limitacion por nutrientes, han mostrado ser factores claves
en la distribucion y la dinamica de los organismos acuaticos y particularmente
relevante para el desarrollo y dindmica del picoplancton aut6trofo en sistemas
acuaticos de agua dulce (Camacho et al., 2003), asi como para comprender la
dominancia de las cianobacterias en sistemas acuéaticos (Postius y Ernst, 1999;
Dokulil y Teubner, 2000).

De manera general, en la caracterizacion fisica y quimica, los aspectos mas
relevantes que influyen en los ecosistemas acuaticos son, por un lado, las
caracteristicas propias del propio lago y, por otro lado, los factores climaticos a
los que esta expuesto. Las principales caracteristicas internas que marcan la
respuesta climatica en estos sistemas son, la profundidad méaxima, el tamafio y
morfologia de la cubeta y su exposicion al viento. Por otro lado, los principales
factores externos a los que estos ecosistemas responden son, la radiacion solar,
la temperatura del aire, la humedad y precipitacion, la estabilidad del aire sobre
la superficie del agua y el viento. Asimismo, en algunos sistemas acuaticos, la
formacion anual de una capa de hielo, su espesor y su albedo también pueden

ser de gran relevancia (Ragotzkie, 1978).
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En ecosistemas acudticos profundos se dan periodos de estratificacion, con
importantes diferencias de densidad entre el agua de superficie y el agua de
mayor profundidad. La estratificacion y su evolucion es consecuencia de la
interaccion de la superficie del lago con factores fisicos, como variables
climéaticas y meteoroldgicas, radiacion solar incidente, intercambio de calor con
la atmdsfera, y en menor medida, el efecto de las precipitaciones, el viento y la
posible congelacién invernal de la superficie. Las diferencias de densidad en el
perfil vertical son consecuencia, tanto de gradientes de temperatura como de
gradientes quimicos debido a las diferentes sustancias disueltas en el agua
(Boherer y Schultze, 2008). El gradiente térmico de densidad es el que permite
gue se establezca la estratificacion térmica estival en lagos como La Laguna de
La Cruz, donde, ademas, por su caracter meromictico, existe una quimioclina
permanente, en torno a los 16 m de profundidad, que delimita el
monimolimnion anéxico (Vicente y Miracle, 1988; Rodrigo, 2001). Este
monimolimnion resulta especialmente importante por acumular diferentes
compuestos quimicos, principalmente nutrientes inorganicos, ademas de actuar
como reservorio de diferentes microorganismos anaerobios, que pueden

colonizar el hipolimnion durante el periodo de estratificacion.

En el caso concreto de un sistema como la Laguna de La Cruz, el tamafio y
morfologia de la cubeta resulta de gran relevancia, tanto en el proceso de
formacion, como en la intensidad del gradiente térmico estacional, asi como en
el marcado gradiente quimico (quimioclina) permanente que aisla el
monimolimnion de la laguna. Se delimita un perfil de densidad con un patrén
bien definido que permite estudiar con detalle la relacion entre el desarrollo y
dinamica de los organismos de la columna de agua con respecto a la estabilidad
térmica de la laguna, bien respecto a sus valores integrados (indice de

estabilidad, estabilidad de Schmidt) en toda la laguna como a la distribucion en
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el perfil vertical de la estabilidad fisica, medida como frecuencia de Brunt-
Vaisala, que estima la intensidad del gradiente de densidad (Boehrer y Schultze,
2009). La descripcion e interpretacion precisa de estos conceptos fisicos
permitird, estudiar la relevancia de la estructura fisica de laguna en relacion a

las interacciones con otros organismos.

En este capitulo se describe el marco fisico y quimico en el que se desarrollan
los microrganismos acuaticos y, mas concretamente, el picoplancton autétrofo
de la Laguna de La Cruz, el cual es el objeto central de estudio en esta tesis. Se
presentan las caracteristicas fisicas y quimicas mas relevantes que pueden
afectar al desarrollo y dinamica de las poblaciones de picoplancton aut6trofo,
para poder evaluar su relevancia respecto a las interacciones bioticas con el

resto de microorganismos presentes en la laguna.

3.2. Resultados

Principales factores meteorol6gicos
Irradiancia total incidente

La energia incidente del sol es la principal fuente de energia de los ecosistemas
acuaticos; depende, principalmente, de la localizacion geografica (longitud y
latitud) del sistema estudiado; aunque presenta ciclos anuales, mas o0 menos
estables, el promedio anual se mantiene relativamente constante,
independientemente de factores climéticos y meteoroldgicos locales. Por otro
lado, las horas de insolacion tampoco tienen variaciones interanuales muy

importantes.
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Figura 3.1. (A) Irradiancia total mensual promedio que incide en la superficie de la
laguna y (B) Horas de luz diarias promedio para cada mes en las coordenadas donde se
sitGa la Laguna de La Cruz. Fuente: (PVGIS, http://re.jrc.ec.europa.eu/pvgis/).

Los valores de irradiancia mensual total acumulada, en las coordenadas donde
se sitla la Laguna de La Cruz (figura 3.1A), muestran durante el periodo
invernal, un valor promedio de 15.000 W m, con un incremento paulatino de la
irradiancia, que coincide con el aumento de las horas de insolacion (figura
3.1B), hasta llegar a un valor maximo de irradiancia de 26.830 W m en el mes

de julio, momento a partir del cual comienza a descender la irradiancia mensual
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promedio, mucho mas acusadamente entre octubre y noviembre. Los valores
minimos de irradiancia en la Laguna de La Cruz se dan en diciembre,

coincidiendo con el minimo de horas de luz.

Temperatura atmosférica

La temperatura atmosférica, con respecto a la temperatura del agua, determina
la transferencia de calor en un sentido u otro. A diferencia de la irradiancia, la
temperatura atmosférica depende de factores climaticos y meteorol6gicos
locales, pudiendo presentar variaciones interanuales que influyen en el régimen

térmico de estos ecosistemas.
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Figura 3.2. Evolucién de la temperatura media mensual (°C), medida en la estacion
meteoroldgica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el periodo 2005-2007.

La variacion mensual de temperatura atmosférica media, para el periodo 2005-
2007 (figura 3.2), muestra patrones interanuales muy similares, aunque es
destacable que el ciclo limnologico de 2006 muestra una primavera y un

invierno mas calidos que el resto de afios estudiados.
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Figura 3.3. Evolucion de la temperatura maxima y minima media mensual (°C), medida
en la estacion meteoroldgica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el periodo 2005-
2007.

La temperatura media mensual maxima y minima (figura 3.3) no muestra
variaciones interanuales muy importantes, aunque cabe sefialar que la
temperatura media méas elevada en primavera e invierno de 2006 se produce,

principalmente, por la subida de las temperaturas minimas.

Precipitacion

La intensidad y distribucion de las precipitaciones tiene efectos muy
importantes en los ecosistemas acuaticos, afectando tanto a la formacion de la
termoclina como a su desestabilizacion otofial, y en periodos de tiempo més

largos puede afectar al nivel de agua en la laguna.
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Figura 3.4. Evolucion de la precipitacion mensual acumulada (I m?), medida en la
estacion meteorolégica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el periodo 2005-2007.

En general, la precipitacion mensual acumulada (figura 3.4) muestra un patrén
con valores minimos de precipitacion estival entre los meses de julio y agosto, y
valores maximos, que pueden ser puntualmente altos, en primavera y otofio. En
los periodos invernales observamos que 2005 y 2007 son mas secos que el

periodo invernal de 2006, mas lluvioso y con precipitaciones superiores a 20 |

Viento

La velocidad del viento es uno de los factores climaticos mas relevantes en la
dinamica limnolégica de un lago, principalmente en los procesos de
estratificacion y mezcla, siendo una importante entrada de energia en el sistema.
El viento es, principalmente, responsable de mantener la mezcla epilimnética y

la profundidad maxima del epilimnion en la laguna. Junto con las
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precipitaciones, el viento, es responsable de la mezcla vertical parcial o

completa a finales de otofio.
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Figura 3.5. Evolucion temporal de la velocidad media del viento, medidas en la
estacién meteorolégica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el periodo 2005-2007.
Sin datos para julio y agosto de 2007.

En la situacion geografica donde se encuentra la Laguna de La Cruz, los valores
medios de velocidad del viento (figura 3.5) son relativamente bajos. El valor
promedio entre 2005 y 2007 fue de 1,8 km h, con valores medios maximos de
2,5 km hl. Se observa ademés, un patrén anual, con velocidades medias del
viento mas bajas en invierno que aumentan en primavera, momento en que se
alcanzan los valores maximos, y descendiendo, de nuevo, a partir de agosto

hasta los minimos invernales.
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Figura 3.6. Evolucién temporal de la velocidad de las rafagas maximas de viento,
medidas en la estacion meteoroldgica de la AEMET 8096 de Cuenca, durante el periodo
2005-2007. Sin datos para julio y agosto de 2007.

Los valores de velocidad de rafagas maximas de viento (figura 3.6) son mas
aleatorios que los valores promedio de velocidad del viento, aunque se observa
una pauta con los valores maximos en primavera, entre febrero y mayo,

coincidiendo con el establecimiento de la termoclina.
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Caracterizacion geofisica de la Laguna de La Cruz

En este apartado se describe la batimetria y los perfiles hipsogréaficos de la
Laguna de La Cruz; ésta, por su origen como una dolina de hundimiento, es una

laguna relativamente pequefia en relacion a su profundidad media.

Figura 3.7. (A) Situacion de la Laguna
de La Cruz en la peninsula Ibérica. (B)
Foto aérea del complejo lagunar de los
Oteros, flecha sobre la Laguna de La
Cruz. (C) Foto a pie de laguna. (D).
Curvas de nivel de la Laguna de La
Cruz. (E) Perfil batimétrico O-E.

Teniendo en cuenta los datos batimétricos obtenidos (figura 3.7), podemos

analizar la evolucién historica del volumen de agua en la Laguna de La Cruz, en
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los diferentes periodos en los que ésta fue mas detalladamente estudiada, en
funcién de las profundidades maximas de esos periodos (figura 3.8).
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2
2 15 1986 1996 2006
E Area superficial (m?) 11816 10479 10001
Volumen total (m’) 127549 92954 82690
20 Descenso en % 1986-1996  1986-2006  1996-2006
Area superficial 11 15 5
Volumen total 27 35 11
25 T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Area (mz)

Figura 3.8. Curvas hipsograficas, profundidad-area, en la Laguna de La Cruz,
durante diferentes periodos de estudio. En la tabla se detalla el area superficial y
volumen total en cada periodo y el descenso en el porcentaje de area y volumen,
para los diferentes intervalos entre periodos diferentes.

La Laguna de La Cruz muestra una marcada pendiente debido a su forma conica
(figura 3.8). Esta caracteristica hace que la caracterizacion de la cubeta sea de
gran relevancia, y asi poder determinar, con la mayor precision posible, el area
y volumen de cada seccion de la laguna que se pretenda estudiar. Se ha
observado un descenso paulatino del nivel de la laguna desde los afios 80.
Debido al tamafio y morfologia de la cubeta, este descenso no afecta igual al
area superficial y al volumen del lago; por ejemplo, el descenso del nivel del
agua entre 1986 y 2006 produjo un descenso del &rea superficial del 15 % y un

descenso del volumen acumulado del 35%.
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Balance térmico

Entendemos el balance térmico como la diferencia que existe entre la energia
calorifica acumulada en la laguna, en su maximo del ciclo limnoldgico, con
respecto al valor minimo de esa energia. El balance térmico del lago depende,
principalmente, de la radiacion solar que incide en la laguna a lo largo del afo,
aunque su dinamica depende de diversas condiciones externas, como la
fluctuacion anual de temperatura atmosférica anual, el viento o las temperaturas,
y es menor este balance si, como pasa en la Laguna de La Cruz, tiende a
conservarse el gradiente térmico con variaciones minimas en la temperatura del
fondo de la laguna (Margalef, 1983).
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Figura 3.9. Evolucion temporal de la temperatura del agua (°C) en el perfil vertical de
la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2007.

La evolucion del perfil vertical de temperatura, en la Laguna de La Cruz,
muestra un l6gico patron anual de la termoclina estival, con maximos de
temperatura superficial de la laguna entre julio y agosto (figura 3.9). El
mixolimnion en el periodo de mezcla y el hipolimnion durante todo el proceso

de estratificacion se presentan una temperatura estable en torno a los 4-5 °C,
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mientras que el monimolimnion presenta un gradiente invertido de temperatura,

hasta un méaximo, en el fondo de la laguna, en torno a los 6,5 °C.

Estratificacion y mezcla en la Laguna de La Cruz

La Laguna de La Cruz, por su caracter meromictico, presenta una estratificacion
permanente con la picnoclina, en torno a los 16m de profundidad. Junto a este
gradiente se desarrolla estacionalmente un gradiente de densidad,
principalmente térmico, que marca la dindmica de estratificacion de la laguna.
El proposito de esta seccion es establecer la intensidad de estos gradientes en
cada fecha de muestreo, para poder determinar su dindmica y el balance global

de la estratificacion.

Formacidn y evolucion del gradiente de densidad y estabilidad

El gradiente de densidad y, por lo tanto, de estabilidad en la Laguna de La Cruz
es funcidn, principalmente, de la temperatura y de la salinidad (conductividad)

de la laguna.
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Figura 3.10. Evolucion temporal de la densidad del agua (Kg m) en el perfil vertical

de la Laguna de La Cruz, a lo largo del periodo 2005-2007.
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La evolucion temporal del perfil de densidad (figura 3.10) viene marcado,
principalmente, por la evolucion de la temperatura y, en menor medida, por el

gradiente de conductividad de la quimioclina.
Estabilidad de la columna de agua

Se ha estimado la estabilidad integrada de la columna de agua en base a dos
indices, el indice de estabilidad y la estabilidad de Schmidt.
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Figura 3.11. (A) Evolucion mensual del indice de estabilidad y (B) la estabilidad de
Schmidt para el afio 2006 en la Laguna de La Cruz.
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El indice de estabilidad se define como la desviacion estandar del perfil de
densidad, y proporciona una buena primera aproximacion al estudio de la
estabilidad global de la columna de agua. La estabilidad de Schmidt se define
como la energia necesaria para la completa mezcla de la columna de agua. El
indice de estabilidad (figura 3.11A) se mantiene constante a lo largo del ciclo
limnoldgico, en el monimolimnion y en el epilimnion, al no presentar cambios
importantes en el gradiente de densidad a lo largo del tiempo; el hipolimnion
sufre un pequefio aumento paulatino a medida que avanza la estratificacion y los
mayores cambios se producen en el metalimnion, con valores maximos entre
julio y agosto. La estabilidad de Schmidt (figura 3.11B) muestra un aumento,
tanto de la estabilidad térmica como de la estabilidad quimica, a medida que

avanza la estratificacion, con valores maximos en junio.
Frecuencia de Brun Vaissala

La frecuencia de Brunt Véiséla se define como la frecuencia maxima (s*) con la
gue se puede propagar, en el perfil vertical de un sistema acuético, una onda
interna con respecto a la estratificacion, por lo tanto, es una estimacion de la
energia que se requiere para el intercambio de agua entre diferentes capas del
perfil vertical de la laguna (Boehrer y Schultze, 2009). Respecto a la
distribucion vertical de la frecuencia de Brunt Vaisdla (figura 3.12) en la
Laguna de La Cruz, se observa un maximo estable de frecuencia, en torno a los
18 metros de profundidad, que se corresponde con el gradiente quimico que
delimita el monimolimnion y con el gradiente térmico inverso que se observa

desde la quimioclina hasta el fondo de la laguna (figura 3.9).
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Figura 3.12. Perfil vertical de las variaciones en los nimeros de Brunt Vaiséla en
diferentes momentos del ciclo limnolégico 2006 en la Laguna de La Cruz.

Los maximos de frecuencia mas importantes se forman como consecuencia del
gradiente de densidad de la termoclina, aumentando a medida que avanza la
estratificacion y con el valor maximo en julio, a partir de este momento los

maximos de frecuencia descienden hasta que se produce la mezcla invernal.
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Extincion de la luz en la columna de agua

A lo largo del periodo de estudio, tanto la extincion de la luz incidente como la
distribucion de las diferentes longitudes de onda, a diferentes profundidades en
la columna de agua de la Laguna de La Cruz, se han medido con el uso de

espectroradiémetro.
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Figura 3.13. Perfiles estacionales de irradiancia en relacion a la longitud de onda, para
diferentes momentos del ciclo limnolégico, medidos con espectroradiometro a
diferentes profundidades (m), que coinciden con valores de extincién de la luz del 100,
50, 10, 3, 1, 0,1 y 0,01 % de extincién del PAR ("Photosynthetically Active Radiation"
entre 400-700 nm). Entre paréntesis se detalla el factor de escala aplicado a cada curva
respecto al valor de superficie del 100% de PAR.
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Los perfiles espectrales de irradiancia (figura 3.13) muestran la atenuacién
selectiva de diferentes longitudes de onda, a medida que penetran en el lago,
con una predominancia, en profundidad, de longitudes de onda de color verde
entre 500 y 600 nm. La atenuacion de la cantidad de luz a lo largo del perfil
vertical de una laguna es un factor muy importante, sin embargo, para
comprender el desarrollo, dindmica y ensamblado de las poblaciones de
organismos fotosintéticos es muy Util conocer la calidad espectral en cada
profundidad. Las medidas espectroradiométricas nos permiten obtener esa
informacién, en un rango de 320 a 840 nm, con una resolucion en el perfil
vertical de centimetros.
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Figura 3.14. Atenuacion de la luz en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz en
diferentes rangos del espectro visible. (A) Durante el periodo de mezcla, en enero de
2006. (B) En la estratificacion temprana, en junio de 2006. (C) En la fase final de la
estratificacion, en noviembre de 2006.

La atenuacion de la irradiancia respecto al PAR (400-700nm) total de diferentes

rangos del espectro, en diferentes momentos del ciclo limnolégico (figura 3.14),
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muestra que en el rango del violeta-azul no hay importantes diferencias en el
patron de atenuacion. La radiacion incidente es absorbida en los primero 6-8
metros de profundidad, observandose en el rango del verde un importante
incremento relativo respecto al PAR total; este incremento disminuye
rapidamente a partir de la oxiclina. A medida que desciende la importancia
relativa de la luz de longitud de onda verde aumenta la del rango naranja-rojo,
principalmente en el hipolimnion superior.
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Figura 3.15. Atenuacion de la radiacion UVa (320-400nm) en el perfil vertical de la
Laguna de La Cruz, en diferentes momentos del ciclo limnol6gico. (A) En escala lineal.
(B) En escala logaritmica.

La penetracion de luz ultravioleta, en sistemas acuaticos, es un importante
factor para comprender aspectos como la fotoinhibicion en el epilimnion. En la
Laguna de La Cruz se observa (figura 3.15) como la mayor parte de la radiacion
UVa que incide en la superficie de la laguna es absorbida en los primeros 4-5
metros de profundidad. Sin embargo, es interesante sefialar que la penetracion
de la luz ultravioleta (Uva) se observa incluso a profundidades de 12-13 metros,

aunque en intensidades muy bajas.
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Caracterizacion quimica de la columna de agua
Conductividad

En limnologia se entiende como conductividad eléctrica del agua especifica (mS
cm) para estimar la salinidad del agua, entendiendo la conductividad como la
inversa de la resistencia de una solucion al flujo eléctrico, medida entre dos
electrodos de 1cm? de area, una separacion de 1cm y normalizado a una

temperatura de referencia de 25°C.
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Figura 3.16. Evolucion temporal de la conductividad eléctrica del agua (uS cm™) en el
perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2007.

La evolucion de la conductividad en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz
(figura 3.16) muestra el gradiente de la picnoclina a partir de los 16 metros de
profundidad. Se observa, ademas, un marcado patron de descenso de
conductividad, a medida que avanza el proceso de estratificacion en el
epilimnion y metalimnion superior, a partir del mixolimnion invernal

homogéneo.
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Nutrientes inorgénicos

Se consideran nutrientes principales aquellos compuestos con elementos que
son esenciales en los componentes celulares de los organismos que viven en
sistemas acuaticos. Estos compuestos son, principalmente, de nitrégeno y de
fosforo y, en menor medida, dependiendo del sistema que se estudie,
compuestos de azufre, silicato o hierro, aunque su requerimiento sea inferior a
los anteriores. En comparacion con otros componentes idénicos, las
concentraciones de los nutrientes pueden ser muy dindmicas, debido a que son

facilmente captadas, acumuladas y transformadas por los organismos acuéticos.

Nitrégeno

El nitrégeno se puede encontrar, bien en forma oxidada (nitrato y nitrito), o bien

en forma reducida (amonio y compuestos organicos).
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Figura 3.17. Evolucion temporal de la concentracion (uM) de las formas oxidadas del
nitrégeno (nitrato y nitrito, NOX) en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante
el periodo 2005-2006.
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La evolucion temporal de las formas oxidadas de nitrégeno inorgéanico (nitrato y
nitrito, NOx) en la Laguna de La Cruz (figura 3.17) muestra maximos
invernales y primaverales, con un agotamiento en toda la columna de agua en la
fase final del periodo de estratificacion.
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Figura 3.18. Evolucion temporal de la concentracion de amonio (uM) en el perfil
vertical de la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2006.

La evolucién temporal de la concentracién de amonio en la Laguna de La Cruz
(figura 3.18) muestra maximos invernales, con un agotamiento en toda la
columna de agua desde el inicio de la estratificacion. Por otro lado, se observa
un aumento de la concentracion de amonio importante en el hipolimnion a
medida que avanza la estratificacion.
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Figura 3.19. Evolucion temporal de la concentracion de nitrogeno total (uM) en el
perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2006.

El nitr6geno total representa la suma de las fracciones solubles (nitrato, nitrito y
amonio) y de la fraccion particulada, bien en forma de biomasa de los
organismos 0 como compuestos de almacenamiento. La evolucion de la
concentracién de nitrogeno total en la Laguna de La Cruz muestra que éste se
localiza, principalmente, en el momimolimnion (figura 3.19) debido a los altos
valores de concentracién de amonio. Se observa (figura 3.19) un aumento
hipolimnético y metalimnético relacionado con la evolucion del proceso de

estratificacién térmica.

Fosforo

El foésforo soluble (SRP) presenta concentraciones relativamente altas en el
monimolimnion (figura 3.20), con un gradiente, desde el limite de deteccion

hasta los valores maximos en el fondo de la laguna, de en torno a 10 uM.
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Figura 3.20. Evolucién temporal de la concentracion de fosforo reactivo soluble (uM)
en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2006.
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El resto del perfil vertical de la laguna presenta concentraciones relativamente
bajas, respecto al monimolimnion, de este nutriente. El proceso de mezcla
invernal produce un incremento de la concentracion de SRP en toda la columna
de agua entre diciembre y marzo, observando ademds, en este periodo, un
maximo de concentracion de fésforo superficial entre superficie y 2 metros de
profundidad. A medida que avanza la estratificacion térmica estival se produce
un agotamiento muy marcado de SRP en toda la columna de agua, excepto en el
monimolimnion, quedando su concentracién en el limite de deteccion del
método del molibdeno (0,03 uM).
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Figura 3.22. Evolucién temporal ratio molar PT:SRP en el perfil vertical de la Laguna
de La Cruz, durante el periodo 2005-2006.

La concentracién de fosforo total, a lo largo del periodo estudiado, presenta en
el monimolimnion valores relativamente altos (figura 3.21), hasta 20 uM (3
veces mayores que los de SRP). En el resto de la columna de agua se observa un
marcado descenso de concentracién en el epilimnion, a medida que avanza la

estratificacion. Entre los meses de septiembre y noviembre se observaron
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maximos profundos de fosforo total entre 10-12 metros de profundidad,
coincidiendo con la oxiclina, y en torno al 1-0,1 % de luz incidente.

En la laguna, los valores de concentracion de fosforo total son relativamente
altos, en relacion con los valores de SRP. En la figura 3.22 se observa la
relacion PT:SRP que muestra los maximos de fosforo total en relacion al SRP
presente y, por lo tanto, donde mas fosforo se encuentra acumulado,
principalmente en forma de fosforo particulado, bien organico como biomasa o
en alguna forma de almacenamiento como pirofosfato. Se observa que los
valores maximos de este ratio se localizan, principalmente, en el hipolimnion y

el metalimnion de los periodos de estratificacion.
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Figura 3.23. Evolucion temporal ratio molar (NT:PT) en el perfil vertical de la Laguna
de La Cruz, durante el periodo 2005-2006.

Los valores mas altos de la relacion NT:PT se encuentran en el monimolimnion
de la laguna. Respecto al perfil vertical, se observa un incremento importante en

el mixolimnion durante el periodo de mezcla invernal, asi como en
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determinados momentos asociado a los maximos profundos de clorofila de

primavera y otofio.
Silicato

El silicato es uno de los nutrientes mas importantes en el desarrollo de plancton
con caparazon siliceo, principalmente diatomeas, siendo un nutriente limitante
para el desarrollo de este grupo fitoplanctonico en muchos ecosistemas

acuaticos.
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Figura 3.24. Evolucién temporal de la concentracion de silicato (uM) en el perfil
vertical de la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2006.

El silicato soluble en la Laguna de La Cruz se localiza, principalmente, en el
monimolimnion (figura 3.24), con concentraciones que pueden superar los 300
uM. Se observa el agotamiento de este nutriente a medida que avanza la
estratificacion, principalmente en el epilimnion, hasta concentraciones
inferiores a 1 uM, produciéndose la fertilizacion de la columna de agua con este

nutriente, con la mezcla invernal, hasta valores promedio de 7 uM.
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Oxigeno disuelto

La medida de oxigeno disuelto en el agua ha sido una de las variables
fisicogquimicas més utilizadas en los estudios de sistemas acuéticos. Tanto la
concentracion puntual en el perfil vertical, como la evolucion de este perfil a lo
largo del ciclo limnoldgico, proporcionan valiosa informacion de los

organismos y de las reacciones geoquimicas que se desarrollan en la laguna.
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Figura 3.25. Evolucion temporal de la concentracion de oxigeno disuelto (mg I%) en el
perfil vertical de la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2005-2007, medido con la
sonda multiparamétrica CTD SBE 19.

La distribucion del oxigeno disuelto, en la columna de agua de la Laguna de La
Cruz (figura 3.25), muestra que el monimolimnion se mantiene andxico a lo
largo de todo el ciclo estudiado, al igual que el hipolimnion durante el periodo
de estratificacion térmica. Se producen maximos metalimnéticos de oxigeno que
pueden llegar a los 16 mg I, estos maximos aumentan a medida que evoluciona

la estratificacion, concentrandose en la termoclina. Por otro lado, se observaron
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minimos de oxigeno invernales en todo el mixolimnion, con un valor promedio

de 5mg I

Turbidez

La turbidez en sistemas acuticos esta causada por materia en suspension, tanto
de origen organico, principalmente plancton y sus restos, como de origen
inorganico, como limo, arcilla o particulas de carbonato. La complejidad de los
elementos que contribuyen a la turbidez hace que no sea facil asociar esta
variable con la concentracion de determinadas sustancias o del plancton, aunque
puede ser til para localizar poblaciones microestratificadas en sistemas

acuaticos.
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Figura 3.26. Evolucion temporal de la turbidez (FTU) en el perfil vertical de la Laguna
de La Cruz, a lo largo del periodo 2005-2007.

La evolucion de la turbidez, a lo largo del periodo de estudio (figura 3.26),
muestra un aumento de la transparencia en el epilimnion y metalimnion a
medida que avanza la estratificacion. Se observa la formacion de méaximos

profundos de turbidez en el hipolimnion superior a medida que se desarrolla la
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estratificacion térmica estival, y como estos méximos profundos se localizan en

el monimolimnion con la mezcla invernal.

CDOM (“Colored dissolved organic matter”)

La distribucion de la materia orgénica disuelta (cDOM), en el perfil vertical de
sistemas acuaticos, puede dar importante informacion sobre la distribucion de

procesos como la produccion primaria.
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Figura 3.27. Evolucién temporal del carbono organico disuelto (cDOM) en el perfil
vertical de la Laguna de la Cruz, a lo largo del periodo 2006-2007. Sensor instalado en
junio de 2006.

La evolucion temporal de la concentracion de cDOM, en el perfil vertical de la
Laguna de La Cruz (figura 3.27), muestra que éste se acumula, principalmente
en el monimolimnion, aunque se observan maximos profundos que
evolucionan, a lo largo de la estratificacion, en el metalimnion inferior, justo

sobre la oxiclina.
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3.3. Discusién

La relevancia de las caracteristicas fisicoquimicas en el desarrollo, diversidad
morfologia y dinamica, espacial y temporal, de las poblaciones de picoplancton
autotrofico en sistemas acuéticos, ha sido descrita por diversos autores, tanto en
ecosistemas marinos como de agua dulce (p. ej. Camacho et al., 2003; Bouman
et al., 2011; Callieri et al., 2012). En general, se resalta la importancia de
factores climaticos, la morfologia de la cubeta, la atenuacion de la luz y la
limitacién de nutrientes. Un punto especialmente relevante son los patrones de
estratificacion y estabilidad de la columna de agua como factor importante en el
desarrollo, diversidad, dominancia y dindmica del picoplancton, Yy
especialmente de las picocianobacterias (Pcy) presentes en estos ecosistemas.
(Reynolds et al., 1987; Cushing, 1989; Camacho et al., 2003; Wagner y Adrian;
2009; Callieri, 2007). Los procesos de estratificacion y mezcla en ecosistemas
acuaticos son particularmente complejos, y en ellos intervienen practicamente
todos los procesos fisicos y variables quimicas del ecosistema en estudio, tanto
factores climaticos como factores de morfologia y tamafio de la cubeta, entradas
y salidas de agua, distribucién de la luz y organismos en el perfil vertical,
composicion quimica del agua, etc... (Imboden y Wuést, 1995; Imberger, 1998;
Ivey et al., 2008; Boehrer and Schultze, 2008, 2009).

La Laguna de La Cruz es un sistema cerrado, meromictico, muy protegido de la
accion del viento y con cambios térmicos, entre verano e invierno, muy
marcados (Vicente y Miracle, 1988). Todo esto hace que sea un sistema modelo
de estudio muy favorable para establecer la relevancia e influencia relativa de
factores fisicoquimicos frente a interacciones biéticas, en el desarrollo y
dinamica del picoplancton autétrofo. Partimos de la hip6tesis inicial que supone
que la presencia y diversidad de las Pcy y, de manera mas general, de los

organismos presentes en sistemas acuaticos, dependen principalmente de
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factores ambientales, fisicoquimicos y de la morfologia de la cubeta, mientras
que la abundancia relativa y dindmica espacio-temporal depende en mayor
medida de interacciones bidticas, mas o menos reguladas por factores
ambientales, principalmente, la presencia de luz, de nutrientes y el régimen
térmico (Harris, 1980; Houlahan, 2007).

En este capitulo se han detallado aquellos factores fisicos y quimicos que se han
considerado mas relevantes para explicar el desarrollo, diversidad morfoldgica y
dindmica, espacial y estacional, del picoplancton autétrofo y, en especial, de las
Pcy. Estos factores son principalmente, factores climaticos, el gradiente térmico
y de densidad y, por lo tanto, el patrén de estratificacién, la cantidad y calidad
de luz en el perfil vertical, la concentracién de oxigeno y los nutrientes
principales. En el capitulo 4, y tras describir las dindmicas poblacionales del
picoplancton aut6trofo en la laguna, se estableceran las relaciones oportunas,
guedando para este capitulo la descripcion y discusion de la evolucién espacio-

temporal de los factores fisicoquimicos estudiados.

Uno de los factores meteoroldgicos mas importantes es la energia del sol, en
forma de irradiancia total, que llega a la superficie de la laguna, por ser la
responsable del gradiente térmico que dirige el proceso de estratificacion estival
y por ser el factor clave en los procesos fotosintéticos de los organismos
fotoautotrofos (Kirk, 1994; Wetzel, 2001; Falkowsky y Raven, 2013), los cuales
son el eje fundamental de la presente tesis. Esta irradiancia presenta ciclos
relacionados con la actividad solar pero se puede asumir que, a lo largo de los
afios estudiados, ésta no varia significativamente. Sin embargo, la temperatura
atmosférica tiene una relacion mas estrecha con la climatologia regional y local,
y puede ser un factor importante en las variaciones interanuales en el desarrollo
e intensidad de la termoclina. Los tres ciclos limnoldgicos estudiados presentan

una temperatura media atmosférica anual muy similar, con una media de
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13,77°C y una desviacién muy baja de 0,11 °C, aunque en la primavera de 2006
es 1°C superior a la temperatura de esa estacion en los afios 2005 y 2007, lo que
puede influir en la formacion de la termoclina y el desarrollo de las poblaciones
asociadas. El viento, por otro lado, tiene un efecto muy limitado en la Laguna
de La Cruz; la estacion para la que se disponen datos esta a varios kilémetros de
distancia de la laguna y los valores de viento, tanto velocidades medias como de
rafagas, son s6lo orientativos de la zona. En realidad, seria necesaria una
estacién a pie de laguna para tener datos fiables de viento y conocer su efecto
real, ya que su influencia se encuentra muy amortiguada por la situacion de la
laguna en el fondo de una dolina de hundimiento y por su pequefia area
superficial (1 ha), afiadiendo un factor muy importante de estabilidad a la

columna de agua.

Un fenémeno fisico, muy particular, que puede tener un impacto muy
importante en las Pcy que viven en la Laguna de La Cruz es la precipitacion
masiva de carbonato calcico que se produce de manera anual. Este fenémeno es
coman en lagos ricos en carbonato y suele ser un proceso de precipitacion
puntual (semanas), acelerado por la actividad fotosintética de los
microorganismos que viven en la laguna que pueden actuar como nucleos en la
creacion de cristales de carbonatos, por lo que suele tener lugar a finales de
primavera y principios de verano (Thomson, 2000; Hamilton et al., 2009). En la
Laguna de La Cruz, la precipitacion masiva de carbonatos se suele observar
entre los meses de julio y agosto, con una duracién aproximada de una semana,
pudiendo presentarse, ocasionalmente, un segundo evento de precipitacion al
final del periodo de estratificacion entre septiembre y octubre. En la Laguna de
La Cruz se han realizado varios estudios, tanto de la biogeoquimica del proceso
(Rodrigo et al., 1993) como de los efectos en las poblaciones de algas eucariotas
(Sendra, 2009), sin embargo, este es un proceso intimamente ligado a las

poblaciones de cianobacterias y, mas en concreto, de picocianobacterias
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(Thompson, 2000; Ditrich et al., 2003, 2004), siendo ademas el aspecto menos
estudiado de este proceso en la Laguna de La Cruz. En el capitulo 4 se describe
el efecto de este proceso de precipitacion sobre el desarrollo, diversidad
morfoldgica, abundancia y dindmica anual de Pcy.

En la Laguna de La Cruz, y pese a la quimioclina permanente que delimita el
monimolimnion, la distribucion del perfil de temperatura a lo largo del ciclo
limnolégico marca mayoritariamente el perfil de densidad y, por lo tanto, la
dindmica de estratificacion y la estabilidad de la columna de agua. Pese a que,
tanto el indice de estabilidad (desviacion tipica del perfil de densidad) como la
estabilidad de Schmidt, son indices que estiman la estabilidad de la columna de
agua, el indice de estabilidad muestra los valores maximos entre julio y agosto,
mientras que el indice de estabilidad de Schmidt presenta su valor maximo en
junio. Esto es debido, principalmente, a que la estabilidad de Schmidt tiene en
cuenta la forma de la cubeta, su hipsografia, para el calculo. Asi, aunque el
gradiente de densidad es mas marcado entre julio y agosto, la laguna, por su
forma, presenta su maximo real de estabilidad en junio, lo que resalta la
importancia de la batimetria en sistemas de pequefio tamafio. La distribucion y
abundancia integrada del picoplancton autétrofo, en relacién a ambos indices,
puede indicar la importancia relativa de la intensidad del gradiente de densidad
o la estabilidad a nivel global (capitulo 4) de la laguna. Las frecuencias de Brunt
Viisala indican la frecuencia maxima (s) con la que se puede propagar una
onda interna en el perfil vertical con respecto a la estratificacion, indicando
cuanta energia se requiere para la mezcla de agua entre diferentes partes del
perfil vertical (Boehrer y Schultze, 2009). Los valores méaximos de frecuencia
observados en la Laguna de La Cruz son altos en relacion a otros sistemas
acuaticos (Boehrer y Schultze, 2009), con valores maximos en la termoclina,

creando una barrera muy efectiva entre el epilimnion y el metalimnion, tanto
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para la difusiébn quimica como para la migracion o difusion pasiva de

organismos acudticos, principalmente de aquellos de menor tamafio.

La luz, tanto en su intensidad total (estimada como PAR 400-700nm) como en
su distribucion espectral, es un factor clave para comprender la distribucion en
la columna vertical y la dindmica estacional de los organismos fotosintéticos en
sistemas acuaticos, en general, (Kirk, 1994) y del picoplancton autétrofo, en
particular, (Pick, 1991). La extincién de la fraccion (PAR) de la luz en la
columna de agua es una variable ampliamente usada, tanto para explicar la
dindmica de los organismos fotosintéticos como para modelizar procesos tan
importantes como la produccién primaria (Falkowsky y Raven, 2013). En
funcidn de la atenuacién de la luz se pueden delimitar: una capa afética donde
se considera que no llega luz suficiente para que se desarrollen los procesos
fotosintéticos, y una capa fética sin limitacion por luz para los procesos
fotoautotréficos. En general, se establece este limite en el 1% de la luz (PAR)
incidente en superficie, por lo que la profundidad de la capa fética es dindmica
y cambia a lo largo del ciclo limnolégico. Estos conceptos estan en revision,
dado que existen microorganismos adaptados a intensidades muy bajas de luz,
cianobacterias y bacterias fotosintéticas principalmente, que pueden representar
una importante fraccion de la fotosintesis del sistema desarrollandose a
profundidades inferiores al 1% de luz. En la Laguna de La Cruz se observa que
los coeficientes de extincidn son mas elevados en las profundidades donde llega
entre el 0,1y el 0,01 % de luz incidente (Sendra, 2009), principalmente durante
los periodos de estratificacion, indicando, en estas profundidades, la existencia
de densas poblaciones de organismos fotosintéticos absorbiendo la luz. La
relevancia en la fijacion de carbono en la capa fética, tanto por fotosintesis

oxigénica como anoxigenica, sera descrita en el capitulo 6.
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La atenuacion de la luz ultravioleta es un factor muy importante para
comprender diversos aspectos eco-fisiolégicos en sistemas acuaticos (Scully y
Lean, 1994; Markager y Vincent, 2000). Se observa una marcada extincion
exponencial de la radiacion UV-A (320-390 nm). La mayor parte de la
radiacion UV-A incidente es absorbida en los primeros 4 metros de
profundidad, delimitando una zona donde, con mayor probabilidad, se daran
procesos de fotoinhibicion por radiacion ultravioleta. La atenuacion, medida
como coeficiente de extincion de la radiacion UV-A, es muy similar en
diferentes momentos del ciclo limnoldgico, como indican las pendientes
similares para los muestreos de mezcla, estratificacién temprana y final de la
estratificacion. La intensidad de la radiacion incidente es la que delimita la
profundidad a la que llega la radiacion UV-A, observandose una menor
penetracion de radiacion en invierno (muestreo de enero) y mayor en verano
(muestreo de junio), siendo estos coeficientes de extincion y su dinamica
estacional coherentes con los de lagos similares (Scully y Lean, 1994). Por otro
lado, nuestros datos indican que la luz ultravioleta en la Laguna de La Cruz
puede llegar a profundidades de 12-13 metros de profundidad. La propia
metodologia empleada, con integraciones en cada profundidad de hasta 40
segundos cuando la intensidad de luz no llega a un umbral minimo, permite
observar este tipo de detalles. No existen referencias de que estas intensidades
tan bajas en capas tan profundas de un lago tengan algin efecto sobre las
comunidades de microorganismos, pero sabemos que el picoplancton es
especialmente vulnerable a este tipo de radiaciones, ya que por su pequefio
tamafio no suele acumular grandes cantidades de pigmentos de proteccion y el
DNA esta relativamente cerca de la membrana celular, con lo que la
probabilidad de dafios en el material genético es elevada (Garcia-Pichel, 1994).
Aungue no tenemos datos de la penetracion de radiaciones mas enérgicas y

dafiinas como UV-B, es de esperar un patron similar al observado en el UV-A,
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aunque con una penetracion algo menor. Futuros estudios del efecto de este tipo
de radiaciones pueden resultar de gran interés ya que, por ejemplo, en este tipo
de sistemas podria ser un factor importante en el ajuste de la profundidad de

maximos profundos de clorofila.

La calidad de la luz, es decir, el rango de longitudes de onda dominante que
Ilega a cada profundidad, es un factor decisivo en la distribucion y diversidad de
los organismos fotosintéticos presentes en sistemas acuéaticos (Ganf y Oliver,
1982; Kirk, 1994). En la Laguna de La Cruz se observa, a lo largo del ciclo
limnolégico, una atenuacion relativa en profundidad muy marcada, en todos los
rangos de luz respecto al verde (500 y 600 nm). Este patrén es muy comdn en
sistemas acudticos y, mas particularmente, en lagos karsticos profundos (Vila 'y
Abelld, 1994). Esta atenuacion es especialmente acusada en el rango mas
energético del violeta-azul, con unos patrones de extincién de la luz muy
similares a lo largo de todo el ciclo limnoldgico, al absorberse, principalmente
por el agua y por pigmentos como la clorofila presentes en toda la columna de
agua. En el rango del verde se produce, en profundidad, un enriquecimiento
relativo al resto de longitudes de onda. La atenuacion de la luz se produce, de
manera muy importante, por los microorganismos presentes, siendo mas intensa
esta atenuacion donde se localizan las mayores densidades poblacionales y
donde mayor es la concentracion de pigmentos especificos, lo que produce un
efecto de filtrado selectivo muy importante, podemos, pues, especular una
seleccion de nichos debida a la luz (Stomp et al., 2007) para los organismos
fotosintéticos que se distribuyen en el perfil vertical. En el rango de luz naranja-
rojo se produce un enriquecimiento relativo hipolimnético muy marcado, a
medida que avanza el proceso de estratificacion en la laguna, y que puede tener
importantes implicaciones en el desarrollo de poblaciones de microorganismos
fotosintéticos con pigmentos especificos que aprovechan muy bien este tipo de

longitudes de onda, aun en intensidades absolutas muy bajas, como son las
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bacterias fotosintéticas del azufre (Blankenship et al., 2006). La atenuacion
selectiva de pequefios rangos espectrales, coincidentes con el espectro de
absorcién de pigmentos especificos, puede ademas proporcionar valiosa
informacién sobre la distribucion de los microorganismos fotosintéticos en el
perfil vertical e implica la existencia de nichos discretos para determinadas
especies de organismos muy bien adaptadas a esas caracteristicas particulares de
luz. Esto implica una divergencia de la composicion pigmentaria de las especies
fotosintéticas que compiten por la luz en estos sistemas (Stomp et al., 2007). Es
muy sugestiva la idea de extender esta hip6tesis a todos los organismos foto-
autotrofos. La diferenciacion de nichos, debida a las diferentes cantidades y
calidades de la luz en el perfil vertical, puede justificar la diversidad de estos
microrganismos que coexisten en sistemas acuéticos (Stomp et al.,, 2007;
Salcher, 2014), en contraste con lo esperado con los modelos actuales, en parte
derivados de la formulacién original de la paradoja de Hutchinton. (Hutchinson,
1961; Lehman y Tilman, 1997).

La distribucion de la concentracion de oxigeno disuelto, a lo largo del periodo
estudiado, muestra que el monimolimnion se ha mantenido permanentemente
anoxico, al igual que el hipolimnion, a lo largo de todo el periodo de
estratificacion térmica. Los patrones observados son similares a lo largo de los
tres afios de estudio y respecto a otros ciclos limnol6gicos anteriores en la
laguna (Vicente y Miracle, 1988, Dasi y Miracle, 1991; Sendra, 2009). Como
patron general se observa que, a medida que avanza la estratificacion, la
concentracion de oxigeno disuelto aumenta en el epilimnion, y especialmente
bajo la termoclina, ya que el fuerte gradiente de densidad disminuye la
difusividad del oxigeno hacia la superficie y permite que se acumule el oxigeno,
que se produce por fotosintesis, en las capas profundas del metalimnion, donde

se sitan los méximos profundos de clorofila y produccion primaria (Camacho,
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2006). Las Pcy son microorganismos aerobios, aunque la concentracion de
oxigeno no es un factor que incida muy directamente sobre su distribucion y
abundancia. Sin embargo, la posicion de la oxiclina influye en otros factores,
como la difusion de nutrientes del hipolimnion, permitiendo el desarrollo de
bacterias fotosintéticas, con poca o ninguna tolerancia por el oxigeno por debajo

de la oxiclina, que compiten directamente con las Pcy por luz y nutrientes.

El patrén de turbidez, en la Laguna de La Cruz, muestra maximos profundos de
esta variable en el hipolimnion superior, la cual aumenta a medida que avanza el
proceso de estratificacion y se localiza en el monimolimnion al producirse la
mezcla invernal. Es posible establecer una relacion directa entre esta variable y
la evolucion de las poblaciones de bacterias fotosintéticas (ver capitulo 5), en
especial, aquellas con presencia de vacuolas de gas y que son especialmente
detectadas por el tipo de sensor de turbidez que tiene instalado la sonda
multiparamétrica CTD (Seabird SBE 19) utilizada.

El patron estacional de la conductividad muestra la quimioclina permanente
durante el periodo de estudio, en torno a los 16 metros de profundidad, lo que es
coherente con resultados previos descritos en la laguna (Vicente y Miracle,
1988, Dasi y Miracle, 1991; Sendra, 2009), pero también muestra un patrén
muy claro de reduccion paulatina de la conductividad en el epilimnion y
metalimnion, a medida que avanza la estratificacion, con respecto a la
conductividad en el periodo de mezcla invernal. Aniones y cationes
mayoritarios como el cloruro, el sulfato, el sodio, el calcio y el magnesio no han
mostrado, en periodos de estudio anteriores, este tipo de patron de agotamiento
(Sendra, 2009).

En contraste, tanto en periodos anteriores como en el presente, se ha observado

un claro patrén de disminucion de concentracién, al avanzar la estratificacion,
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en las concentraciones de los nutrientes mayoritarios: fésforo soluble, amonio,
nitrato, nitrito y silicato soluble. Tanto las formas oxidadas del nitrégeno,
nitrato y nitrito (NOX) como el amonio, siguen un patrén muy similar de
agotamiento, principalmente en el epilimnion, lo que sugiere que el nitrogeno
puede ser un factor relevante en la limitacion por nutrientes en este tipo de
sistemas. Se observa un répido agotamiento del amonio epilimnético en
primavera, entre febrero y mayo, mientras que el agotamiento del nitrato se
produce en verano, entre mayo Y julio. Esto sugiere que el desarrollo, en cuanto
al nitrégeno, de los organismos en la laguna en primavera, se sustenta
principalmente de amonio y cuando éste se agota de nitrato, lo que puede
implicar importantes repercusiones en el desarrollo y dindmica de los
organismos acuaticos, sin olvidar posibles procesos de fijacion bioldgica de

nitrégeno en la laguna.

En cuanto a la concentracion de fosforo soluble en el agua de la laguna, medido
como SRP, la laguna presenta concentraciones relativamente altas de este
nutriente en el monimolimnion. El caréacter ligeramente &cido y andxico de este
estrato permite la resolubilizacion y acumulacién de este nutriente en forma
soluble, con una importante difusién, pese a la quimioclina, de este nutriente en
el hipolimnion andxico a lo largo del periodo de estratificacion. Este
enriquecimiento permite un aumento importante de la concentracion de fosforo
en el mixolimnion tras la mezcla invernal. Sin embargo, las concentraciones en
el mixolimnion pronto se reducen a concentraciones en torno al limite de
deteccion, manteniéndose asi durante el resto del ciclo limnologico en el
epilimnion y metalimnion hasta que se produce la mezcla invernal siguiente.
Los valores de concentracion de fosforo total (PT) en relacion a la
concentracion de SRP son altos, observandose maximos metalimnéticos

relacionados con los maximos profundos de clorofila (DCM). El contraste, entre
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la concentracidn de fosforo soluble y total, sugiere un reciclado de este nutriente
muy eficiente por parte de las comunidades de microrganismos presentes en la
laguna. La relacion PT:SRT indica la presencia de méximos de fosforo total en
relacién al SRP presente. Se observa que la mayor parte del fosforo en el
monimolimnion estd en forma soluble, con valores méximos de este ratio,
principalmente en el metalimnion, durante los periodos de estratificacion, donde
mas fosforo se encuentra acumulado en forma de fésforo particulado, fésforo
organico formando la biomasa de los organismos o en alguna forma inorganica
de almacenamiento como pirofosfato. Este tipo de acumulacion de fésforo
particulado, asi como diferentes cinéticas de asimilacion de fésforo soluble, han
sido descritas para otros sistemas. La explicacion mas légica, para las bajas
concentraciones de fésforo soluble encontradas, es la falta de aportes externos al
tratarse de un sistema semicerrado, junto con la co-precipitacion del fosforo
soluble con calcita (Hamilton et al., 2009). En lagos karsticos saturados de
carbonato, como la Laguna de La Cruz, es muy comuln este tipo de co-
precipitacion (Kelts y Hsu, 1978), principalmente asociado a procesos
fotosintéticos por la retirada de CO. del sistema y el aumento de pH. En
capitulos posteriores de esta tesis se profundizara, con mas detalle, en esta

particular dindmica del fosforo en la Laguna de La Cruz.

La relacion entre los valores de la proporcion entre el nitrdgeno total y el
fésforo total, respecto a las poblaciones de fitoplancton en sistemas acuaticos,
ha sido ampliamente discutido (Takamura et al., 1992; Dolman y Wiedner,
2015). En general se acepta que los valores bajos de este ratio (> 29) favorecen
la dominancia de cianobacterias (principalmente fijadoras de nitrégeno) frente a
otros grupos de fitoplancton. Sin embargo, los ratios NT:PT observados en la
Laguna de La Cruz son bastante elevados, respecto a los valores habituales en
otros sistemas acudticos similares, justificando la dominancia de cianobacterias

gue, como veremos, en esta laguna son las dominantes y no son fijadoras de
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nitrdgeno. Las picocianobacterias son el grupo dominante del fitoplancton en la
Laguna de La Cruz. La particular dindmica del fosforo y la acumulacion de
nitrogeno, por parte del picoplancton autétrofo, pueden alterar los ratios
observados.

El silicato soluble es un nutriente esencial para los grupos de fitoplancton que
forman frastulos siliceos, en especial para las diatomeas, y tienen un importante
papel en la regulacion de la limitacién por nutrientes (Egge y Aksnes, 1992).
Las diatomeas en la Laguna de La Cruz, han presentado en estudios previos,
una distribucién y dindmica muy relevante en términos de abundancia y
biomasa (Sendra, 2009). A lo largo del periodo estudiado, el silicato soluble se
localiza principalmente en el monimolimnion, observandose una difusion muy
importante de este nutriente al hipolimnion a lo largo de todo el periodo de
estratificacion térmica y coincidiendo con una importante reduccién de la
concentracion de este elemento en el epilimnion y metalimnion. Esta
fertilizacién del hipolimnion es la que permite la fertilizacion posterior de todo
el mixolimnion cuando se produce la mezcla vertical invernal. Las
consecuencias de esta dinamica en las comunidades de fitoplancton seran

estudiadas con detalle en capitulos posteriores.

La laguna ha sufrido un paulatino descenso de nivel de agua en los ultimos 30
afios. En los primeros muestreos realizados en la Laguna de La Cruz, en los
afios 80 (Vicente y Miracle, 1988), la laguna presentaba una profundidad
maxima de 24 metros, en los muestreos realizados en los 90 (Sendra, 2009), 22
metros y en los nuestros, realizados entre los afios 2005-2007, la profundidad
maxima fue de 21 metros. Este descenso del nivel de agua del lago puede tener
importantes repercusiones en los procesos de estratificacion y de estabilidad del
lago y, por lo tanto, en el desarrollo y dindmica de las comunidades de

organismos que la habitan. Debido a la morfometria de la cubeta y a su tamafio,
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el descenso de nivel en la laguna no supone una pérdida equitativa del area
superficial y del volumen del lago. El descenso de 1 m de nivel, entre el periodo
de 1996 a 2006, supone una pérdida del 5% del area superficial, y un descenso
de un 11% del volumen acumulado. La energia (calor) que entra en el lago y
que permite la estratificacion térmica estival es directamente proporcional al
area superficial de la laguna, por lo tanto, recibe un 5% menos de energia en un
volumen un 11% inferior, lo que implica una mayor intensidad del gradiente
térmico global en el sistema y, por lo tanto, una mayor estabilidad fisica, con
implicaciones potencialmente importantes en las comunidades de organismos de
la laguna y, en particular, del picoplancton autétrofo, como por ejemplo, un
posible aumento de las poblaciones de picoplancton autétrofo u otros
organismos de la fraccion picoplancténica, o cambios en los coeficientes de
extincion de la luz, que pueden afectar a la distribucién, en general, de las

poblaciones fotosintéticas de la laguna.
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4.1. Introduccién

En este capitulo se describe la dinamica temporal, en el perfil vertical, de las
picocianobacterias (Pcy) presentes en la Laguna de La Cruz. Las variaciones
estacionales en la abundancia de las Pcy han sido muy bien documentadas en
diferentes ambientes acuéticos, tanto marinos como de agua dulce; la mayor
parte de estos estudios se localizan en latitudes templadas y muestran un patron
anual comudn, observandose las abundancias mas altas en verano, cuando la
temperatura del agua alcanza su maximo valor anual, y los valores minimos en
invierno (Weisse, 1988; Stockner et al., 2002; Callieri, 2007). Este patron
general presenta variaciones significativas en lagos de regiones templadas, en
estos ecosistemas es mas comun un patrén bimodal, con un primer maximo de
abundancia en primavera o principios de verano, y un segundo maximo a finales
de verano y principios de otofio (Stockner et al., 2002; Callieri et al., 2012).
Este tipo de patron lo podemos observar en muchos lagos muy bien estudiados
como, por ejemplo, el Lago Maggiore (Callieri y Piscia, 2002), el Lago
Constanza (Gaedke y Weisse, 1998) o el lago Stechlin (Padisak et al., 2003).
Sin embargo, cuando se tiene mucha informacion y largas series temporales se
observa que, en muchos casos, no todos los afios se sigue claramente este patron

bimodal.

La gran variabilidad interanual en la dinamica de las Pcy esta relacionada,
principalmente, con las diferencias en las condiciones climaticas, que provocan
diferentes regimenes de mezcla de primavera, y el momento de la estabilizacion
de la columna de agua (Weisse, 1993). Los estudios realizados en lagos
oligotroficos templados de la Columbia Britanica muestran una tendencia a
maximos estacionales relacionados con los niveles y duracion de la
suplementacion estacional de nutrientes (Stockner y Shortreed 1988, 1994). Los

grandes picos de primavera también son comunes a los lagos eutroficos,
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hipereutroficos y distréficos poco profundos (Sime-Ngando, 1995; Jasser, 1997,
Mozes et al., 2006). Los patrones estacionales que se encuentran en los lagos
daneses (Sgndergaard, 1991), lagos canadienses (Pick and Agbeti, 1991), Lago
Biwa, Japon (Maeda et al., 1992), lagos ingleses (Hawley y Whitton, 1991;
Sanchez-Baracaldo et al., 2008), lago Mondsee, Austria (Crosbie et al., 2003),
Lagos Bourget y Ginebra, Francia (Personnic et al., 2009), todos carecen del
maximo de primavera, existiendo s6lo un maximo de verano o de otofio. La
falta del maximo de primavera Pcy en éstos fue probablemente debido a la
estratificacion débil en marzo y abril, y a la mezcla vertical, por lo tanto,
relativamente profunda. Esta interpretacion se ve reforzada por los estudios en
el Lago Baikal, donde debido a la capa de hielo de invierno y las condiciones
isotérmicas de primavera, las Pcy alcanzan una alta abundancia en los meses de

verano y carecen del méximo de primavera.

Las picocianobacterias (Pcy) presentan dos morfologias comunes: las células
individuales (cocos y bacilos) y colonias con diversa morfologia colonial.
Callieri et al., (2007) propone considerar las microcolonias como formas de
transicion de células individuales a morfotipos coloniales. En condiciones
favorables, algunas picocianobacterias pueden desarrollar una cubierta de
mucilago, formando un grupo de entre 5 a 50 células y deben ser consideradas

Pcy.

En general, la morfometria y el estado trofico de sistemas acuaticos influyen de
manera muy importante en la composicion, diversidad y abundancia de las
comunidades de Pcy. La distribucion relativa respecto al resto de las
poblaciones de organismos fotosintéticos depende de factores como la
diferenciacion de nicho, el flujo y disponibilidad de nutrientes o la presion de
depredacion. La gran mayoria de los estudios confirman que el porcentaje de

contribucion de las Pcy a la biomasa total de fitoplancton aumenta con la
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disminucién del estado tréfico, que comunmente se explica por la alta afinidad
de Pcy por el ortofosfato, su capacidad de utilizar, a bajas concentraciones,
sustratos organicos de fosfato y sus adaptaciones a la luz de baja intensidad.
Una consecuencia, del estudio de las dindmicas de los principales
microorganismos fotosintéticos presentes en la laguna, es intentar establecer los
factores mas relevantes que influyen en la dindmica de cada grupo, y en especial
de Pcy, que es el mas abundante en la laguna; esta cuestion serd abordada en

capitulos posteriores, concretamente en el capitulo 8.

4.2. Métodos especificos

Todos los métodos de este capitulo se encuentran incluidos en el capitulo 2 de
metodologia general. Las técnicas microscopicas para el recuento de
abundancias y célculos de biomasa, de los diferentes microorganismos presentes
en la laguna, asi como, los métodos para la cuantificacion de pigmentos

fotosintéticos se encuentran detallados en el capitulo 2.

4.3. Resultados

Dinamica espacio-temporal de Pcy en la Laguna de La Cruz

La abundancia de las Pcy en la Laguna de La Cruz, estimada por microscopia,
muestra un patrén general, que se repite durante los afios estudiados, el
mixolimnion presenta valores de abundancia de Pcy homogéneos y
relativamente bajos. A medida que aumenta la temperatura y se inicia la

estratificacion térmica en primavera, la abundancia de las Pcy aumenta en el
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epilimnion y, sobretodo, en el metalimnion. Sin embargo, a medida que avanza
el proceso de estratificacion térmica en verano, la abundancia de Pcy disminuye
con rapidez en el epilimnion y metalimnion superior, concentrandose las
mayores abundancias en el metalimnion profundo, bajo la termoclina y
alrededor de la oxiclina, formando un méaximo profundo de Pcy. Entre junio y
agosto, se observa un importante descenso de la abundancia de las Pcy, tanto en
el perfil vertical (figura 4.1y 4.3) como en los valores de abundancia integrada
en toda la laguna (figura 4.2), patron que se repite durante los tres ciclos
estudiados (1997, 1998 y 2006). EI aumento de abundancia en el
monimolimnion y el aumento de la sedimentacion de Pcy, durante julio y
agosto, indica que este descenso estd asociado al proceso de precipitacién

tumultuosa de carbonato célcico.
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Figura 4.1. Distribucion espacio-temporal de la abundancia de Pcy total (células ml™? x
10%) en La Laguna de La Cruz, durante el periodo de estudio comprendido entre 1997-
1998, estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Tras esta importante retirada de biomasa en verano (figura 4.2 y 4.3), entre julio
y agosto dependiendo de la fecha exacta de la precipitacion (“whiting”), los
valores integrados de Pcy en la columna de agua ya no vuelven a los registrados
en primavera, sin embargo, el maximo profundo de clorofila se recupera en
otofio, principalmente debido a las Pcy, aunque muy localizado en torno a los
12 metros de profundidad. EI maximo profundo de clorofila-a (DCM) se
mantiene estable durante todo el periodo otofial hasta la llegada de la mezcla

invernal.

En total se han identificado, para este estudio, 7 morfologias diferentes de
cianobacterias en la Laguna de La Cruz. Dos de estas morfologias no podemos
considerarlas picocianobacterias, el morfotipo colonial (COL1) y la
cianobacteria filamentosa Psudoanabaena (PSEUDO). COL1 solo presenta
abundancias relevantes por debajo de 14 metros de profundidad en diferentes
momentos del ciclo limnolégico (figura 4.10). PSEUDO tiene una presencia

muy limitada y su presencia es anecdética (figura 4.7).

El resto de morfotipos, propiamente Pcy, son dos morfotipos bacilares y
unicelulares, BAC1 formado por bacilos de pequefio tamafio (2.4 x 1 um) y
BAC2 formado por bacilos un poco mas grandes (2.1 x 0.8 um). Un morfotipo
tipo coco (COCL1) unicelular (0.5 x 0.5 um) y dos morfotipos que forman
cadenas méas o menos alargadas, FIL1 formado por cadenas de bacilos (2.1 x 1.1

um) y FIL2 formado por cadenas de cocos (1 X 1 pum).
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Figura 4.2. Evolucion de la abundancia total integrada de Pcy total (células ml-* x 108)
en la columna de agua de la Laguna de La Cruz, durante los afios 1997, 1998 y 2006. En
la integracion se ha tenido en cuenta el perfil hipsografico de la cubeta.

BACL (figura 4.4) es el morfitipo dominante y es el responsable de la dindmica
limnoldgica antes descrita en general para Pcy en la laguna. BAC2 (figura 4.5)
sin embargo, se desarrolla en el metalimnion en primavera, sin formar parte del
DCM de verano, tras precipitacion “whiting” recupera su poblacion en el DCM
otofial. ElI morfotipo COC1 presenta abundancias importantes en el
mixolimnion durante la mezcla y en el metalimnion en varano, formando parte
ademas del DCM de otofio FIL 1y FIL2 (4.9 y 4.10) presentan una distribucion
y abundancia muy similar, pese a la diferencia morfologica, localizdndose
principalmente &reas superficiales durante la mezcla y en el metalimnion al

inicio de la estratificacion, en primavera, y en verano.
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Figura 4.3. Distribucion espacio-temporal de la abundancia de Pcy total (células ml? x

10%) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnolégico de 2006, estimado por
microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.4. Distribucién espacio-temporal de la abundancia del morfotipo BACL1 de
Pcy (células mlI** x 106) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnolégico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.5. Distribucién espacio-temporal de la abundancia del morfotipo BAC2 de
Pcy (células ml-* x 10) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnoldgico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.6. Distribucién espacio-temporal de la abundancia del morfotipo COC1 de
Pcy (células ml* x 10%) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnoldgico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.7. Distribucion espacio-temporal de la abundancia del morfotipo PSEUDO
(células ml* x 10%) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnoldgico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.8. Distribucion espacio-temporal de la abundancia del morfotipo FIL1 de Pcy
(células ml* x 10%) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnolégico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.9. Distribucion espacio-temporal de la abundancia del morfotipo FIL2 de Pcy
(células mIt x 10°) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnolégico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.10. Distribucion espacio-temporal de la abundancia del morfotipo COL
(células mIt x 10°) en la Laguna de La Cruz, durante el ciclo limnolégico de 2006,
estimado por microscopia de epifluorescencia.
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Biomasa de Pcy en relacion al resto de organismos autotrofos

La distribucion, en el perfil vertical, de la biomasa de los principales grupos
fotosintéticos muestra el desarrollo de Pcy en primavera formando un méaximo

profundo en torno a los 12 metros de profundidad en verano.
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Figura 4.11. Perfiles de biomasa acumulados (g C m?®) de nanofitoplancton,
picoeucariotas autétrofos (Ape), picocianobacterias (Pcy), bacterias parpuras del azufre
(PSB) y bacterias verdes del azufre (GSB), en la columna de agua de la Laguna de la

Cruz en diferentes momentos del ciclo limnologico estudiado.
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También se observa como el aumento de abundancia de nanofitoplancton a
medida que avanza la estratificacion, con un maximo profundo de abundancia
en otofio, debido a la sedimentacién del Bloom epilimnético de verano de

Cosmarium sp.

La biomasa integrada de organismos fotosintéticos del perfil vertical aumento
gradualmente a medida que se desarrollaba la estratificacion. Tras la mezcla
vertical invernal, se midieron los valores minimos de biomasa (1,6 g C m?),
mientras que los maximos se registraron al final del periodo de estratificacion
(5,7gCm?).
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Figura 4.12. Biomasa total integrada (g C m?) y % de contribucién a la biomasa total
(integrada a todo el volumen de la laguna) de nanofitoplancton, picoeucariotas
autétrofos (Ape), picocianobacterias (Pcy), bacterias parpuras del azufre (PSB),
bacterias verdes del azufre (GSB) y NPB (“non-photosynthetic bacteria”), en la
columna de agua de la Laguna de La Cruz.
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En el periodo de mezcla invernal Pcy y nanofitoplancton co-dominan mostrando
una distribuciéon homogénea en todo el mixolimnion, representando en conjunto
alrededor del 97% de la biomasa autétrofa total. A medida que se establece la
estratificacion aumenta la importancia relativa del nanofitoplancon a la
contribucion total de biomasa, hasta llegar al méximo de un 76 % en otofio. En
general, su contribucion a la biomasa global integrada de organismos
fotosintéticos de las bacterias fotosintéticas del azufre es relativamente pequefia,
entre 1-3% del total de biomasa para Lamprocystis purpurea y entorno al 0,1%
para Chlorobium chlatratiforme. Lamprocystis purpurea se desarrolla
principalmente, en el monimolimnion durante el periodo de mezcla invernal y
en la interfase Gxico-anodxica, justo debajo de la DCM, y en el hipolimnion
superior durante el periodo de estratificacion. Chlorobium chlatratiforme se
desarrolla, principalmente en primavera, manteniendo poblaciones estables

durante el resto del periodo de estratificacion por debajo de Lamprocystis.
Pigmentos fotosintéticos presentes en la Laguna de La Cruz

La distribucion de clorofila-a en el perfil vertical (figura 4.13) muestra un
patron muy similar al observado en las abundancias de las Pcy, con maximos
profundos de clorofila (DCM) muy marcados, en verano y en otofio, en torno a
la oxiclina, entre 10 y 12 metros de profundidad. El feoforbido-a se localizan
principalmente bajo los DCM de verano y otofio. La feofitina-a se acumula en
el monimolimnion y en el hipolimnion de la laguna y puntualmente en el
epilimnion en diferentes momentos de la mezcla. La clorofilida-a, sigue un
patron muy similar al de la distribucion de las Pcy, con méaximos en el DCM de

verano y otofio.
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Figura 4.13. Distribucion espacio-temporal de la concentracion de clorofila-a (ug I%)

en la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2006, estimado por cromatografia liquida
HPLC.
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Figura 4.14. Distribucién espacio-temporal de la concentracién de feoférbido-a (ug I'%)

en la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2006, estimado por cromatografia liquida
HPLC.
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Figura 4.15. Distribucion espacio-temporal de la relacién feofitina-a/clorofila-a en la
Laguna de La Cruz, durante el periodo 2006, estimado por cromatografia liquida HPLC.
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Figura 4.16. Distribucion espacio-temporal de la proporcion clorofilida-a/clorofila-a en

la Laguna de La Cruz, durante el periodo 2006, estimado por cromatografia liquida
HPLC.
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Ciliados y nanoflagelados

Durante el desarrollo de la estratificacion, diferentes especies de ciliados
microaerdfilos y anaerdbicos se desarrollan en el metalimnion y el
monimolimnion de la Laguna de La Cruz. En concreto, muestran que,
numéricamente, los géneros dominantes son Mesodinium sp. y Scuticociliates.
El género Pseudocohnilembus también se encontraba presente en todo el
gradiente de oxigeno disuelto, mientras que Sathrophilus (Sphenostomella) y
Cristigera se encontraban, principalmente, en la oxiclina. Géneros mixotroficos,
como Coleps y Pelagothrix (Prorodon), junto con Spirostomum teres,
dominaron en términos de bioamasa la parte inferior del metalimnion y de la
oxiclina, respectivamente. En el monimolimnion se encontraron ciliados del
género Caenomorpha y Odontostomatids. Teres Spirostomum es un ciliado muy
bien conocido en las interfaces Oxico-andxicas de los sistemas acuaticos
estratificados, mostrando altas tasas de depredacién, sobre picocyanobacterias y
bacterias heterétrofas, en el metalimnion inferior y el monimolimnion de la

Laguna de La Cruz.

4.4, Discusion

Variaciones estacionales en la abundancia de picocianobacterias (Pcy) han sido
muy bien documentadas en diferentes ambientes acuéticos, tanto marinos como
de agua dulce; la mayor parte de estos estudios se localizan en latitudes
templadas y muestran un patrén anual comun, observandose las abundancias
maés altas en verano, cuando la temperatura del agua alcanza su méaximo valor
anual, y los valores minimos en invierno (Weisse, 1988; Callieri, 2007). Este
patron general presenta variaciones significativas en lagos de regiones

templadas; en estos ecosistemas es mas comuin un patron bimodal, con un

103



Capitulo 4

primer maximo de abundancia en primavera o principios de verano, y un
segundo méximo a finales de verano y principios de otofio (Stockner et al.,
2002; Callieri et al., 2012).

En la Laguna de La Cruz no se observa este patron bimodal, los valores
maximos integrados en la columna de agua, y corregidos por el perfil
batimétrico del lago, muestran un méximo de abundancia integrada en
primavera, mas concretamente en mayo. En primavera Pcy se distribuye
homogéneamente por el epilimnion y el metalimnion, sin embargo, a medida
gue avanza la estratificacion, y como consecuencia del agotamiento de
nutrientes, posible presion por depredacion, y una intensidad y calidad de luz
mas favorables, se acumulan en el metalimnion, en torno a la oxiclina, entre los
10 y 13 metros de profundidad. Con los maximos profundos bien establecidos, a
mediados del verano se produce, en la Laguna de La Cruz, la precipitacion
calcica tumultuosa “whiting”, generalmente a finales de julio o principios de
agosto; este fendmeno que afecta, de manera global, a toda la laguna produce

una pérdida muy importante de biomasa en el perfil vertical.

A partir de septiembre, se observa un incremento muy importante de biomasa
en el maximo profundo de clorofila, entre 10 y 12 metros de profundidad. Este
aumento de biomasa no afecta significativamente a los valores integrados en la
laguna debido, principalmente, a que la abundancia en el epliminnion es menor
(la concentracion de todos los nutrientes mayoritarios llega a los minimos
niveles, incluso el nitrato) y a que el maximo profundo se encuentra mas
concentrado en torno a la oxiclina. Sin embargo, este segundo maximo
profundo estad sin duda relacionado con el segundo pico anual, citado como
patron general, en este tipo de ecosistemas. Hay mdltiples ejemplos que
muestran que este tipo de patron bimodal puede no repetirse todos los afios,

bien por falta del maximo de primavera, como ocurre en el caso de lagos donde
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la estratificacion es relativamente débil, como lagos alpinos o prealpinos
(Callieri et al., 2012), o bien por falta del méximo otofial, como se observa en
lagos con series temporales largas (como el lago Constanza o Scheling). Esta
variabilidad interanual tan marcada se ha justificado en funcién de diferencias
en las condiciones climatoldgicas que influyen en los periodos de mezclay en la
estabilidad general de la columna de agua. En la Laguna de La Cruz, donde los
factores climaticos estan muy amortiguados, se observa que el principal
responsable de que que no exista un maximo otofial integrado es la pérdida de
biomasa en verano, principalmente por co-precipitacion con calcita, aunque

pérdidas de biomasa por depredacién también pueden ser importantes.

El aumento en la abundancia, observado en la Laguna de La Cruz a finales de
septiembre y que se mantiene hasta la mezcla invernal, se produce
principalmente por la combinacion de dos factores, en primer lugar, la
intensidad de luz que llega al DCM es mayor al aumentar la transparencia del
epilimnion vy, en segundo lugar, las concentraciones de nutrientes han

aumentado en el hipolimnion difundiendo a la oxiclina.

En general, los rangos de abundancia normales de Pcy, en lagos de regiones
templadas, se sitGan entre 103-10° células ml?, observandose valores de
abundancia mas altos (10°-10°), puntualmente, en maximos profundos y en
lagos tropicales. En la Laguna de La Cruz, los valores de abundancia promedio
en el perfil vertical siempre estan por encima de 10°, con valores maximos de
abundancia puntual en los DCM de 14 x 10° células ml™. Estos son los valores
mas altos de Pcy registrados en lagos templados (Camacho et al., 2003); la
causa de esta abundancia tan alta parece debida a diversos factores: los niveles
de estabilidad de la columna de agua son muy elevados, la intensidad v,
principalmente, la calidad de la luz en este tipo de lagos favorece los maximos

profundos dominados por Pcy, la dindmica de los nutrientes inorganicos

105



Capitulo 4

mayoritarios puede favorecer también el desarrollo de la fraccion
picoplanctonica, mejor adaptada a esta limitacion y, por dltimo, la depredacion
también puede jugar un importante papel, aunque en este caso los mecanismos
estan menos claros. Para intentar esclarecer la relevancia relativa de los
diferentes factores involucrados se prepararon bioensayos especificos que se
detallan en el capitulo 8.

A la hora de comparar la relevancia de los diferentes microorganismos que se
desarrollan en la Laguna de La Cruz, hemos optado por usar la biomasa, en
lugar de otras aproximaciones como la abundancia o el biovolumen. Esta
aproximacién presenta una complejidad adicional, ya que la diversidad
morfoldgica de los diferentes grupos hace necesario un estudio mas completo
gue el simple recuento de abundancia. Por ejemplo, a diferencia de lo que
ocurre en otros sistemas como los marinos, las picocianobacterias de agua dulce

presentan una gran riqueza y diversidad morfoldgica (Callieri et al., 2012).

En sistemas acuaticos de agua dulce, los picoeucariotas suelen encontrarse cerca
de la superficie, en general en abundancias entre 2 y 3 6rdenes de magnitud por
debajo de las de Pcy, sin embargo, este grupo puede ser dominante en el
epilimnion de lagos eutrdficos y distréficos (Craig, 1987; Stockner y Shortreed,
1991) en la parte mas baja de la zona euf6tica en ambientes marinos (Chisholm
et al.,, 1988). En la Laguna de La Cruz las abundancias observadas son
relativamente bajas, en torno a 3 6rdenes de magnitud inferiores a la abundancia
de Pcy, y con un patron estacional muy definido. Durante el periodo de mezcla,
estos picoeucariotas se encuentran en todo el mixomilnion y presentan los
valores de abundancia méaximos anuales en la superficie de la laguna, sin
embargo, a medida que avanza el proceso de estratificacion se acumulan en el
maximo profundo de clorofila siguiendo un patrén paralelo al observado en Pcy.

Esta dindmica es coherente con los resultados observados por otros autores, que
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destacan un aumento en la abundancia de este grupo tras la mezcla invernal, con
temperaturas inferiores a 10°C (Voro6s et al., 2009); su desarrollo metalimnético
posterior estad aparentemente relacionado con esta adaptacion a temperaturas
relativamente bajas. Su proporcion en biomasa relativa, respecto al resto de
grupos fotosintéticos, es muy baja en la Laguna de La Cruz.

El grupo de bacterias procariotas, no fotosintéticas, estimadas por tincién con
DAPI, esta formado principalmente por lo que en la bibliografia se denomina
HPP (“heterotrophic picoplankton”), sin embargo, una parte de estas bacterias
pueden ser guimiolitoautétrofas, como veremos en el capitulo 5, por lo que
hemos llamado a este grupo “NPB” (“Non photosynthetic bacteria”). Se han
observado valores de abundancia y biomasa de NPB mayores en aguas andxicas
(en el hipolimnion y, sobre todo, en el monimolimnion) que en profundidades
Oxicas. Estos resultados han sido descritos en diferentes lagos (Ochs, 1991;
Lovell y Konopka, 1985).

En general, la biomasa integrada de todos los productores primarios Pcy, Ape,
GSB, PSB y nanofitoplacton) aumenta a medida que se desarrolla la
estatificacion, desde 3 g C m? en primavera a 5,5 C m? en otofio. La biomasa
de “NPB” esta acoplada a la produccion primaria, subiendo desde 1,5 g C m2en
primavera a 7,5 g C m? en otofio. Sin embargo, la mezcla vertical produce un
desfase muy significativo en este acoplamiento; la biomasa fotosintética,
principalmente debido al nanofitoplacton, desciende a 1,5 g C m, parte de esta
biomasa sedimenta en el monimolimnion y otra parte es mineralizada en el
mixolimnion, que ademas ha sido fertilizado con los nutrientes del hipolimnion.
Esto permite mantener la biomasa bacteriana de “NPB” en mas de 6 g C m™, sin
depender de la produccion primaria contemporanea, que es muy baja en ese
periodo. La demanda de oxigeno disuelto se eleva, mostrando concentraciones

mixolimnéticas inferiores a 4 mg I. Este proceso de mineralizacién invernal,
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junto con el proceso de mezcla, son responsables de la mayor disponibilidad de
nutrientes, principalmente de fésforo, que las Pcy acumulan eficientemente,

permitiendo su rapido desarrollo primaveral.

La laguna de La Cruz presenta comunidades estables de bacterias fotosintéticas,
principalmente, la bacteria purpura del azufre (PSB), Lamprocystis purpurea, y
la bacteria verde del azufre (GSB), Chlorobium chlatratiforme. En general, su
contribucién a la biomasa global integrada de organismos fotosintéticos es
relativamente pequefia, entre 1-3% del total de biomasa para Lamprocystis
purpurea y entorno al 0,1% para Chlorobium chlatratiforme. Lamprocystis
purpurea se desarrolla principalmente, en el monimolimnion durante el periodo
de mezcla invernal y en la interfase 6xico-andxica, justo por debajo de la DCM,
y en el hipolimnion superior durante el periodo de estratificacion. Chlorobium
chlatratiforme se desarrolla, principalmente en primavera, manteniendo
poblaciones estables durante el resto del periodo de estratificacion por debajo de
Lamprocystis. Pese a lo limitado de su contribucion a la biomasa global, sus
poblaciones se localizan en capas relativamente densas, donde pueden alcanzar
tasas netas de asimilacion de carbono, en primavera, equiparables a las de la

fotosintesis oxigénica, pero localizadas en capas muy finas.
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5.1. Introduccién

Desde los inicios de la investigacion en limnologia, la correcta cuantificacion de
los pigmentos fotosintéticos ha sido un tema de gran interés. Durante muchos
afios, los métodos espectrofotométricos eran los Unicos disponibles para realizar
esta cuantificaciéon, siendo un aspecto muy importante en la metodologia
limnologica. A pesar del desarrollo mas reciente de técnicas cromatograficas
(cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC) para la cuantificacién de
pigmentos fotosintéticos, dada la gran cantidad de informacion previa, parece
aconsejable continuar usando técnicas espectroscdpicas, utilizando técnicas
cromatogréaficas para calibrar los resultados obtenidos. Cuestiones relacionadas
con la optimizacion de los métodos para la cuantificacion de pigmentos
fotosintéticos se han planteado desde hace mucho tiempo, sobre todo en
sistemas marinos y en sistemas no estratificados (Murray et al., 1986; Salinas,
1988; Pinckney et al., 1994; Latasa et al., 1996; Mantoura et al., 1997; Dos
Santos et al., 2003; Ritchie, 2008; Jodtowska y Latata, 2011). Sin embargo, hay
poca informacién cientifica para sistemas fuertemente estratificados que
presenten una mezcla compleja de organismos fotosintéticos y, por lo tanto, una
gran variedad de pigmentos, tanto en el perfil vertical como en las abundancias

relativas estacionales de esos organismos fotosintéticos y sus pigmentos.

Como norma general, los estudios limnolégicos utilizan la concentracion de
clorofila-a como analisis para estimar la biomasa de fitoplancton y/o la
productividad primaria, en contraste con los méas lentos y costosos
procedimientos de recuento microscopico. La concentracion de clorofila-a es,
ademas, un indicador comdn y fiable de la calidad del agua y del estado tréfico,
utilizandose de forma rutinaria en la gestion de este tipo de ecosistemas. La
discriminacion analitica de pigmentos fotosintéticos es de gran valor para

dilucidar la composicion de las comunidades de fitoplancton, al ser algunos
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pigmentos biomarcadores quimiotaxonémicos (Wright y Jeffrey, 2006). En este
contexto, la clorofila-a es un marcador universal de la abundancia de
fitoplancton en sistemas acuaticos, junto a la concentracién de clorofila-b y -c
que pueden ser buenos indicadores de la abundancia de grupos de algas
especificos, tales como clorofitas o bacillariofitas y crisofitas respectivamente.
En consecuencia, los ratios clorofila b/a y c/a han sido sugeridos como
indicadores de la dominancia relativa de estos grupos de algas (MacLulich,
1986). En aguas anoxicas, tales como el hipolimnion anéxico de lagos y
embalses estratificados o el monimolimnion de los lagos meromicticos, también
es posible evaluar la biomasa y la estructura de las comunidades bacterianas
fotosintéticas a través de la cuantificacion de los diferentes pigmentos de estos
microorganismos, como bacterioclorofilas y carotenos especificos. Ademas, la
concentracion total o relativa de los carotenos ha sido utilizada desde hace
mucho tiempo para investigar tanto la presencia como el estado fisiol6gico de
las poblaciones fitoplanctonicas, observandose grandes variaciones
dependiendo de las condiciones de luz (Jodlowska y Latata, 2011) o la
disponibilidad de nutrientes (Shimura y Fujita, 1975). En este contexto, el ratio
de caroteno frente a la clorofila-a se ha propuesto como una medida de la
acumulacion de acidos grasos en microalgas de agua dulce en condiciones de
limitacion por nitrdgeno o de estrés luminico (Solovchenko et al., 2009). Estas
relaciones simples entre los pigmentos pueden ser consideradas como “proxies”
del estado fisiolégico de las poblaciones fitoplancténicas, siendo esta
metodologia préactica, rapida y con resultados equiparables a otros enfoques mas

complejos y costosos.
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Figura 5.1. Informe de citas, por afio de publicacion, de los métodos de calculo mas
utilizados en la determinacion espectrofotométrica de pigmentos fotosintéticos y
analizados en este estudio (fuente: ISI-Thomson Reuters, Web of Knowledge). Las
ecuaciones de Parsons & Strickland (1963) se citan normalmente refiriendo el manual
de analisis de aguas marinas de Strickland & Parsons (1972), por lo que los datos de la
cita del articulo de 1963 obtenido del ISI-WOK estarian subestimando el uso real de
estas ecuaciones. Notese las diferentes escalas para el nimero de citaciones.

Los métodos espectrofotométricos para la cuantificacion de pigmentos
fotosintéticos en muestras que contienen pigmentos de diferentes grupos
fitoplancténicos, se basan en mediciones de absorbancia en extractos de
solventes orgéanicos. En este caso, los pigmentos se pueden extraer del interior
de las células por medio de diferentes solventes organicos, tales como acetona,
metanol, etanol, éter dietilico, sulfoxido de dimetilo (DMSO) o
dimetilformamida (DMF). La acetona es, probablemente, el solvente mas
utilizado (Ritchie, 2006) ya que produce picos de absorcion mas nitidos en
comparacion con otros solventes, como contrapartida es mas volatil e
inflamable que otros. La acetona también se considera menos eficiente en la
extraccion de los pigmentos del interior celular en comparacion con otros
solventes (Ritchie, 2006). Sin embargo, la metodologia de extraccion se puede
mejorar de distintas maneras como, por ejemplo, con el uso de la sonicacién
(Schagerl y Kiinzl, 2007).
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Los métodos utilizados para la cuantificacion de pigmentos varian en precision,
sensibilidad y coste. La cuantificacion por HPLC permite la discriminacion de
las diferentes formas de la clorofila, de los carotenos y de los derivados de
ambos (Mantoura y Llewellyn, 1983). La metodologia de HPLC mejora
considerablemente el limite de deteccion en comparacion con otros métodos, en
contrapartida requiere el uso de instrumentos caros, la necesidad de
conocimientos técnicos sobre estos equipos y el tratamiento de datos superior a
otros métodos. En general, la cuantificacion espectrofotométrica directa es, hoy
en dia, mas asequible y mas ampliamente utilizada (figura 5.1) pese a lo
limitado de su informacién. Un protocolo de HPLC estdndar para la
determinacion de pigmentos fotosintéticos ya ha sido recopilado en la 218
edicion del “Estandar Methods” APHA (2005). Sin embargo, organismos de
gestién responsables del control de la calidad del agua como, por ejemplo, la
EPA de los EE.UU en su método 447.0 (Arar, 1997), aln recomiendan métodos
espectrofotométricos, por ejemplo, el de Jeffrey y Humphrey (1975). La
cuantificacion espectrofotométrica de una mezcla de pigmentos fotosintéticos
requiere el uso de ecuaciones que utilizan coeficientes de extincion molar
especificos para cada pigmento (tabla 5.1). Estas ecuaciones pueden utilizar
solo un coeficiente de extincion (ecuaciones monocromaticas) o incluir varios
coeficientes para reducir al minimo la interferencia producida por la
superposicion de los espectros de absorcion entre diferentes pigmentos
(ecuaciones tricromaticas). Es muy comln que se produzcan resultados
diferentes dependiendo de la ecuacidn utilizada para unos mismos espectros de
absorcién (Mantoura et al., 1997).Esto implica la necesidad de especificar muy
claramente, para cada andlisis, el tipo de ecuacion usada, aunque en general es

dificil justificar el uso de unas u otras.
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Tabla 5.1. Ecuaciones mas usadas para la determinacion espectrofotométrica de los
pigmentos fotosintéticos testados en este estudio. v: Volumen de acetona afiadido para
la extraccion; V: Volumen total de agua filtrada para la extraccion. TC: Namero total de
citas; ACI: Media de citas por item; SPU: Unidades de pigmentos especificos.

Monocromaticas TC ACI
Marker 1972 Clor-a (g1 13.14*DOB65*(VIV) 5359  21.18

Dicromaticas (Clor-a - Bclor-d)

Parkin y Brock 1981 Clor-a (g 1) 11.9*DO663*((DO663/DO654*0.93)-0.33)*(WIV) 593 2118
Bclor-d (ug Iy 10.2*D654((DO663/DOB54*(-0.99)+1.55)*(vIV)

Owermann y Tilzer 1989 Clor-a (g 1) (1.315*DO663-0.643*DOB51+0.005)**10%/(V*d*84) 684 2359
Bclor-d+e (ug 1) (1.315*DO651-0.643*DOB63+0.005)**10%/(V*d+98)

Tricromaticas

Strickland y Parsons 1972 Clor-a (ng I™) 11.6*DO665-1.3*DO645-0.14*DO630*(V/V) 13441 3491
Clor-b (ng Iy 20.7*D0O645-4.34*DO665-4.42*DO630*(\IV)
Clor-c (ng I'Y) 55*D0630-4.64*DO665-16.3*DO645*(WV)
Jefirey y Humphrey 1975 Clor-a (ng Iy 11.85*DO664 —1.54*DO647 —0.08*DOB30*(v/V) 66647  29.53
Clor-b (ng 1Y) -5.47*D0O664 + 21.03*DO647 -2.66*DO630*(WV)
Clor-c ) -1.67*DOB64 —7.60*DOBAT +24.52*DOB30*(W/V)
Bacterioclorofilas
Takahashi y Ichimura 1970 Bclor-a (ug 1Y 25.2*DO772*(VIV) 1489 21.58
Bclor-c (g1 10.8*D0O662*(V1V)
Bclor-d (ng I™") 10.2*DOB54*(/V)
Bclor-e (ng 1Y) 10.2*DOB52*(V/V)
Carotenos
Strickland y Parsons 1972 Carotenos (uPSU I 4*DO480*(VV)
indice 430/665 Car/clor-a ratio DO430/DO665
indice 480/665 Car/clor-a ratio DO480/DO665

Los lagos y embalses que presentan interfases Oxicas-anoxica y fuerte
estratificacion, pueden soportar densas comunidades de fitoplancton cuya
abundancia y composicion en pigmentos fotosintéticos puede variar
notablemente (Steenbergen y Korthals, 1982). Ademas, la distribucion espacial
de los diferentes grupos de fitoplancton generalmente se superponen en el perfil
vertical de la columna de agua (Miracle et al., 1992; Camacho et al., 2001). En
aguas mas profundas, la anoxia y la disponibilidad de luz puede permitir el
desarrollo de densas poblaciones de bacterias fotosintéticas (Takahashi y

Ichimura, 1970), coexixtiendo con fitoplancton epilimnético senescente y
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poblaciones de picocianobacterias unicelulares, formando maximos de clorofila
profundo. Todos estos factores aumentan la complejidad en la composicién de
pigmentos fotosintéticos de las muestras de estos sistemas acuaticos,
intensificando asi la anteriormente mencionada imprecision de las ecuaciones

espectrofotométricas (Stal et al., 1984).

Hipolimnion 17 m A
E Epilimnion 6 m

Zea Clor-a

Fue Lut

letalimnion 13 m

R NN

Unidades
arbitrarias
o
o

| Oke.
~Clor-¢ .\_‘AI°| il Clor-b ‘
S S IVEDW W I 1)

Unidades
arbitrarias

\Oksnona
-

Unidades
arbitrarias

N

>~

3 T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda Longitud de onda

Figura 5.2. A) Espectros de absorcion espectrofotométricos de los pigmentos extraidos
a diferentes profundidades (epilimnion, metalimnion e hipolimnion) en la Laguna de La
Cruz, junio 2006. B) Perfiles por cromatografia liquida (HPLC) de una muestra de
aguas metalimnéticas de la Laguna de La Cruz, junio 2006. C y D) Espectros de
absorcion individuales de los pigmentos fotosintéticos mas abundantes en las aguas
oxicas de la Laguna de La Cruz. E y F) Espectros de absorcion individuales de los
pigmentos fotosintéticos mas abundantes en las aguas anoxicas de la Laguna de La
Cruz. Todos los datos de los espectros individuales provienen de los perfiles de HPLC,
en muestras de junio de 2006.

La precision en la estimacion y la idoneidad de las ecuaciones
espectrofotométricas en los sistemas acudticos estratificados son el principal

objetivo de este estudio. Se contrastan los resultados obtenidos con las
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ecuaciones espectrofotométricas con cuantificaciones patroneadas y, a priori,
mas fiables, realizadas por cromatografia (HPLC). El estudio se realiz6 con
muestras de la Laguna meromictica de La Cruz, situada en el centro de Espafia,
que presenta mdaltiples combinaciones de microorganismos y pigmentos
fotosintéticos en superposicion, dentro de sus diferentes gradientes verticales.
De los resultados de este analisis, se proporcionan recomendaciones que seria
importante tener en cuenta antes de emprender estudios limnoldgicos en este
tipo de sistemas acuéticos fuertemente estratificados, en un intento de establecer
las ventajas y desventajas al utilizar este tipo de ecuaciones
espectrofotométricas. En este sentido, el presente capitulo tiene como objetivo
facilitar la seleccion de métodos espectrofotométricos simples en sistemas
acudticos estratificados cuando la aplicacion de procedimientos mas costosos
tales como HPLC no es adecuado, sobre todo, al considerar que los métodos
espectrofotométricos son el medio mas comin de obtener este tipo de datos

limnolégicos clave.

5.2. Resultados

Durante el periodo estudiado, las concentraciones de todos los pigmentos
fotosintéticos analizados mostraron una gran variabilidad (figura 5.3). Para toda
la columna de agua, la concentracién de clorofila-a varié entre 0,5-85 pg I
Los derivados de este pigmento (principalmente clorofilida y feofitina)
representan entre un 3 y un 60% del total de la concentracion de clorofila-a, con
grandes variaciones tanto en el perfil vertical como en su dinamica estacional.
Se han observado concentraciones por debajo del limite de deteccion del
método espectrofotométrico (0,5 pg 1) en el 89% de las muestras para la
clorofila-b y en en el 61% para la clorofila-c. Las concentraciones més altas de

chlorophyll-b y -c fueron de 3,2 y 15,7 ug I}, respectivamente.
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Figura 5.3. Diagrama de cajas de la distribucion (logaritmo de la concentracion: pg 1)
de los pigmentos fotosintéticos mas abundantes encontrados en la Laguna de La Cruz.
Se muestran los datos estadisticos en bruto usados en el presente estudio. A) Clorofila-a
y derivados, Clorofila-b y -c de todo el perfil vertical. B) Bacterioclorofilas-a, ¢ y d en
muestras de aguas anoxicas. C) Principales carotenos de algas y cianobacterias en todas
las muestras (Zea: Zeaxantina, Fuc: Fucoxantina, Alo: Alloxantina, Lut: Luteina, Per:
Peridinina). D) Principales carotenos bacterianos en muestras de aguas andxicas (Oke:
Okenona, Iso: Isorrenierateno, Chloro: Clorobacteno).

En las capas andxicas, la concenrtracion de bacterioclorofila también vari6
ampliamente, con un promedio de 20 pg I* y valores méaximos de
aproximadamente 200 pg I* en un estrato relativamente fino, justo bajo el
maximo profundo de clorofila (DCM). En la figura 5.3C se observan los
carotenos mas abundantes observados en el lago, mé&s de 15 carotenoides

diferentes fueron recuperados en el analisis cromatografico para el lago de La
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Cruz. Los carotenos mas relevantes para la identificacion de clorofitas fueron la
zeaxantina, la luteina, la violaxantina y la antheroxanthin. Otros carotenoides
relevantes fueron: zeaxantina y myxoxantophyll para la identificacion de
cianobacterias; alloxanthin para la identificacion de criptofitas; y, por dltimo,
fucoxantina y diatoxanthin para la identificacion de bacillariofitas. Carotenoides
comunes Yy sin criterio taxonémico, como el B-caroteno, también se observaron
regularmente en las muestras. Entre los carotenos bacterianos, la okenona fue el
mas abundante. Este caroteno es caracteristico de algunas bacterias parpuras del
azufre (PSB), como Lamprocystis purpurea que es la especie de bacteria
fotosintética dominante en la Laguna de La Cruz. También se observaron en las
muestras carotenos de bacterias verdes del azufre (GSB), como el

isorrenierateno y clorobacteno.

Las relaciones entre las concentraciones de clorofila-a medidas usando HPLC y
las estimaciones realizadas con las diferentes ecuaciones espectrofotométricas
analizadas se muestran en la figura 5.4 y en la tabla 5.2. Los datos de HPLC se
expresan como la concentracion total de clorofila-a nativa, en la figura 5.4
columna izquierda, y como la concentracion de la suma de sus formas derivadas
y nativa, en la figura 5.4 columna derecha. Estas formas derivadas fueron
principalmente clorofilida-a y feofitina-a, aunque relativamente pequefas
concentraciones de feofdrbidos también fueron detectadas y tenidas en cuenta.
Se encontraron diferencias importantes en los resultados de las ecuaciones
estudiadas en relacion a la profundidad del lago.Esto implica un importante
componente de la variabilidad espacial en la columna de agua, comportandose
estas ecuaciones de manera diferente dependiendo de si las muestras son de
origen Oxico 0 andxico. Las correlaciones entre las determinaciones
espectrofotométricas de clorofila-a (formas nativas mas derivados) y las
mediciones realizadas por HPLC (tabla 5.2) para todos los datos del perfil

vertical (muestras Oxicas y anoxicas), mostraron que las ecuaciones
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monocromaticas y tricrométicas (Marker, 1972; Strickland y Parsons, 1972;
Jeffrey y Humphrey, 1975), aunque se correlacionan significativamente,
presentan valores relativamente bajos de coeficiente de Pearson y errores
relativamente altos (aproximadamente del 25%). También se oberva que las
pendientes subestiman fuertemente la concentracion de clorofila-a con respecto
a los resultados obtenidos por HPLC, cuando fueron consideradas
conjuntamente todas las muestras. Las ecuaciones espectrofotométricas con
correccion para la bacterioclorofila (Parkin y Brock, 1981; Overmann y Tilzer,
1989) mostraron mejores correlaciones (valores méas altos de coeficiente de
Pearson). Sin embargo, la ecuacién de Parkin y Brock (1981) tenia un error
similar al de las ecuaciones monocromaticas y tricromaticas pero, en este caso,
sobreestimando la concentracion de clorofila-a (pendiente 1,235). En general, la
ecuaciéncuyas predicciones se adaptaron mejor a todos los escenarios revisados,
fue la dada por Overmann y Tilzer (1989), que muestra un error bajo (1,9%) y
una desviacion también muy baja respecto a los valores estimados por

cromatografia (pendiente 1,019).
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(sumando su alémero y epimero). En la columna derecha (B, D, F, H, y J) se muestran
las  correlaciones entre las concentraciones estimadas por ecuaciones
espectrofotométricas y la concentracion total de clorofila-a medida por HPLC (sumando
a la nativa los pigmentos derivados como clorofilida-a, feofitina-a y feoforbido-a). Las
muestras andxicas han sido excluidas para las ecuaciones sin correccion para
bacterioclorofilas, y mantenidas s6lo para Parkin y Brock (1981) y Overmann y Tilzer
(1989). Linea continua: correlacion de las muestras Oxicas. Linea de puntos: intervalos
de confianza. Linea de rayas y puntos: intervalo de prediccion. Linea de rayas:
correlacion de las muestras de anoxia.

Para las muestras de las profundidades 6xicas, en general, todas las ecuaciones
espectrofotométricas sobreestimaron la concentracion de clorofila-a con
respecto a los valores de clorofila-a nativa (figura 5.4 A, C, E, G, 1) medidos
por HPLC. Sin embargo, cuando se consideran todas las formas derivadas,
todas las ecuaciones, tanto las monocromaticas como las tricromaticas (Marker,
1972; Strickland y Parsons 1972; Jeffrey y Humphrey, 1975) subestimaron la
concentracion de clorofila-a (méas derivados) (figura 5.4 B, H, J). Dado que las
ecuaciones espectrofotométricas incluyen la determinacion de todas las formas
(nativa més derivados), la tabla 5.2 sintetiza los resultados de la aplicacién de
las diferentes ecuaciones, y se realiz6 considerando las correlaciones de
determinaciones espectrofotométricas con las concentraciones de HPLC de las
formas nativas mas los derivados de la clorofila-a. En cuanto a las ecuaciones
para la determinacion de la concentracion de clorofila-a con correcciones por la
presencia de bacterioclorofila-d (d + e), se observo que la ecuacién de Parkin y
Brock (1981) presenta un error relativamente alto (25,7%), sobreestimando la
concentracion de clorofila-a. Aunque para muestras Oxicas todos las ecuaciones,
a excepcion de la de Parkin y Brock, producen errores relativamente bajos (por
debajo del 10%), los mejores valores fueron proporcionados por la ecuacion de
Overmann y Tilzer (1989), con un error de un 5,6%, mientras que la ecuacion
de Jeffrey y Humphrey (1975), que es mucho més utilizada, presenta un error de
un 9,0%.
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En cuanto a las muestras de profundidades de anoxia, no se encontro
correlacion significativa para las ecuaciones monocromaticas y tricromaticas
que no incluian la correccién respecto a la bacterioclorofila-d en el calculo de la
concentracion de clorofila-a (linea discontinua en las figura 5.4 A, C, E, G, I),
mostrando ademas errores relativamente altos (tabla 5.2). Esas ecuaciones son,
por lo tanto, inadecuadas para la determinacion de la clorofila-a en aguas de
profundidades andxicas y que presentan poblaciones de bacterias fotosintéticas
verdes del azufre. Respecto a las ecuaciones con correccién de
bacterioclorofila-d (figura 5.4 D, F), la ecuacion de Parkin y Brock (1981)
muestra una baja correlacion de Pearson (0,465), una baja pendiente (0,467) y
un error muy alto (53 %), presentando una fuerte subestimacion de los valores
de clorofila-a con respecto a los valores obtenidos por HPLC. De nuevo, la
ecuacién de Overmann y Tilzer (1989) mostr6 la mejor correlacion (0,630), con

una pendiente préxima a uno (0,952) y un error relativante bajo (4,8%).

La figura 5.5 presenta la relacion entre los dos métodos de analisis pero, en este
caso, para la medicion de la clorofila-b y -c, usdndose las ecuaciones
tricrométicas de Strickland y Parsons (1972) y las de Jeffrey y Humphrey
(1975). Al igual que ocurre con las estimaciones de concentracion de clorofila-
a, las ecuaciones tricromaticas se muestran inadecuadas para estimar con
precision las concentraciones de estos pigmentos en los estratos andxicos de la
laguna, donde estos pigmentos probablemente pertenecen a algas en proceso de
sedimentaciéon. Cuando se consideraron conjuntamente todas las muestras
Oxicas y andxicas (figura 5.5, graficas de la izquierda y tabla 5.2), de nuevo no
se observo correlacion entre las medidas espectrofotométricas y las realizadas
por HPLC. Incluso cuando se consideran sélo las muestras oxicas (figura 5.5,
graficas de la derecha y tabla 5.2), la precision en las determinaciones
espectrofotométricas fue muy baja, aunque hay que tener en cuenta que las

concentraciones de estos pigmentos en la laguna también fueron muy bajas.
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& Humphrey (C y D) respecto a las obtenidas por HPLC. E-H) Relaciéon entre las
concentraciones (pg 1) de clorofila-c obtenidas mediante las ecuaciones
espectrofotométricas de Strickland & Parsons (E y F) y Jeffrey & Humphrey (G y H)
respecto a las obtenidas por HPLC. Notese el cambio de escala para las figuras de la
clorofila-b, A-B, respecto a las C-D. Linea continua: correlacion de las muestras oxicas;
linea de puntos: intervalos de confianza; linea de rayas y puntos: intervalo de
prediccion. Cuando se incluyeron todas las muestras, Oxicas y anoXxicas (graficas de la
izquierda) no se encontré ninguna correlacion, en las graficas de la derecha se
incluyeron sélo las muestras oxicas.

En cuanto a la estimacion de la concentracion de las diferentes
bacterioclorofilas presentes en la laguna (figura 5.6), Takahashi y Ichimura
(1970) proporcionaron una ecuacion para el céalculo de concentracion de
bacterioclorofila-a que se ajusta bien a las determinaciones realizadas por
HPLC, con un coeficiente de correlacion alto. Esta alta correlacion se ve
favorecida por el alto namero de muestras, en comparacién con el relativamente
bajo nimero de muestras para el calculo de otras bacterioclorofilas. Las
ecuaciones de Takahasi y Ichimura (1970) son las mas ampliamente utilizadas
para estimar pigmentos fotosintéticos de origen bacteriano, estas ecuaciones
sobrestiman ligeramente, tanto la concentraciéon de bacterioclorofila-a como la
concentracion de bacterioclorofila-d en aproximadamente un 10%, mientras que
la concentracion de bacterioclorofila-c presenta una subestimacion de
aproximadamente un 23%. Una menor precision se observé para el calculo de la
concentracion de bacterioclorofila-d con la ecuacion de Parkin y Brock (1981),
que sobreestimo la concentracion de este pigmento en un 12%. Por el contrario,
la ecuacion de Overmann y Tilzer (1989) subestimd la concentracion de

bacterioclorofila-d en mas de un 50%.
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de las muestras andxicas. Linea de puntos: intervalos de confianza; linea de rayas y
puntos: intervalo de prediccion.

La comparacion entre las cuantificaciones de carotenos realizados en extractos
no purificados, utilizando las ecuaciones de Strickland y Parsons (1972),
respecto a las determinaciones realizadas por HPLC, se muestra en la figura 5.7.
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Figura 5.7. Relacion entre los diferentes indices de carotenos obtenidos por
espectrofotometria (unidades relativas o de absorbancia) y las concentraciones de
carotenos (pg 1!) medidas por HPLC. A) Correlacion entre la estimacion de la
abundancia de carotenos estimada mediante la ecuacion de Strickland & Parsons (1972)
y la concentracién total de carotenos (ug 1Y) medida por HPLC para las muestras dxicas
y anoxicas. B) Correlacion, para las muestras 6xicas que no presentan okenona, entre el
indice de absorbancia 430/665 y el ratio entre las concentraciones de carotenos algales
respecto a las concentraciones de clorofila-a total (nativa mas derivados) medidas por
HPLC. C) Correlacion, para las muestras oxicas que no presentan okenona, entre el
indice de absorbancia 480/665 y el ratio entre las concentraciones de carotenos algales
respecto a las concentraciones de clorofila-a total medidas por HPLC. Linea continua:
en el grafico A corresponde a las muestras Oxicas y, por separado, a las muestras
anoxicas, mientras que en los graficos B y C corresponde solo a las muestras 6xicas que
no presentan okenona; linea de puntos: intervalos de confianza; linea de rayas y puntos:
intervalo de prediccion.

Tanto las cuantificaciones directas como los ratios de absorbancia fueron
sensibles al origen de las muestras, bien de profundidades Oxicas o
profundidades anoxicas. Si bien se observd una correlacion estadisticamente
significativa en la comparacion de los carotenos totales medidos mediante la

ecuacion de Strickland y Parsons (1972) respecto a las medidas obtenidas por
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HPLC, las diferentes pendientes observadas, de 1,62 para las capas Oxicas y
3,22 para las capas anoxicas, indican que la respuesta de la ecuacion de
Strickland y Parsons es diferente cuando hay presencia de carotenos
bacterianos. Esto indica que estas ecuaciones no son adecuadas para ser
utilizadas indistintamente para muestras oOxicas y andxicas. Por otro lado, las
dos relaciones de absorbancia de doble longitud de onda (430/665 y 480/665
segun Margalef, 1983) mostraron moderadamente buenas correlaciones para las
muestras epilimnéticas, mientras que para las muestras metalimnéticas e
hipolimnéticas (que incluyen el caroteno bacteriano okenona) no se observaron
correlaciones significativas en los ratios caroteno/clorofila-a estimados a partir
de las medidas de HPLC.

5.3. Discusidn

Aunque los anélisis para determinacién de pigmentos fotosintéticos realizados
por HPLC permiten la discrimicacion cuatitativa de pigmentos y proporcionan
una mayor precision en la caracterizacion en comparacién con los métodos
espectrofotométricos (Wright y Jeffrey, 2006), presentan el principal
incoveniente de ser mas caros, lentos y requerir un equipo mas especializado. Es
por eso que, para muchas aplicaciones, las medidas espectrofotométricas
directas pueden ofrecer unos resultados lo suficientemente correctos como para
no nocesitar métodos mas costosos. Nuestro examen de las obras citadas en el
Thomson Reuters (antiguo ISI) “Web of Knowledge” revela que, en la
actualidad, las ecuaciones espectrofotométricas aln se utilizan en muchos
articulos de investigacion (figura 5.1). EI nimero de citas sigue aumentando
continuamente para alguna de estas ecuaciones, como las propuestas por Jeffrey
y Humphrey (1975), asi como las de Strickland y Parsons (1972), a mediados de

la década de 1970. Este uso en la actualidad de ecuaciones espectrofotométricas
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puede estar justificado por la sencillaz y bajo coste. Sin embargo, las
imprecisiones inherentes de este tipo de ecuaciones requieren cuidado al aplicar
las diferentes formulas y a la hora de interpretar los resultados, sobre todo,
cuando en el estudio que se realiza hay mezclas complejas de pigmentos
fotosintéticos como, por ejemplo, en sistemas acuéticos estratificados. Varios
estudios, entre los que se encuentra la presente tesis, demuestran que la validez
de algunas de estas ecuaciones depende del origen de la muestra y de la
presencia o ausencia de ciertas formas o derivados de los pigmentos, pudiendo
variar significativamente la precision e incluso la validez de las
determinaciones. Por ejemplo, las caracteristicas de absorcion de los derivados
de la clorofila-a pueden introducir un sesgo significativo en la cuantificacién de
la concentracion de clorofila-a nativa (Salinas, 1988; Rowan, 1989; Jacobsen y
Rai, 1990; Pinckney et al., 1994; Ritchie, 2008). Para explorar esta cuestion, se
compararon las correlaciones lineales de las cuantificaciones obtenidas,
considerando y sin considerar la presencia de estos derivados de la clorofila-a.
Cuando los derivados de la clorofila-a fueron excluidos en la determinacion por
HPLC (figura 5.4 A, C, E, G, e 1), todas las ecuaciones sobreestimaron la
concentracion de clorofila-a nativa. Esto se debea que estas ecuaciones suman
los derivados a la absorbancia, aunque la sobreestimacion fue generalmente
menor de un 10%. Sin embargo, al tener en cuenta las formas derivadas en las
cuantificaciones realizadas por HPLC, todas las ecuaciones que no eran
dicromaticas, es decir, todas menos la de Parkin y Brock (1981) y la de
Overmann y Tilzer (1989), subestimaron las mediciones realizadas por HPLC.
En estudios anteriores, se ha sugerido que el uso de métodos
espectrofotométricos puede ser aceptable para la determinacion de la
concentracion de clorofila-a si las formas degradadas de este pigmento
representan menos del 5% del total (Jodtowska y Latata, 2011). El error de

nuestras estimaciones era comdnmente menor de 10% (figura 5.4), lo que
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podria explicarse por la presencia de estos derivados, excepto para el caso de la
ecuacion de Parkin y Brock que, constantemente, y en gran medida sobreestima

la concentracién de clorofila-a.

Existen otras ecuaciones espectrofotométricas que no han sido evaluadas en este
estudio. Estas ecuaciones permiten la correccién de la concentracion de
clorofila-a respecto a sus derivados de degradacion a través de una etapa previa
de acidificacién (Lorenzen, 1967), transformandose la clorofila-a nativa en
feofitina-a. La clorofilida-a es un derivado de la clorofila-a que se produce
como resultado de la pérdida de la cadena de fitol. Es una forma de degradacién
comun, su presencia se ha asociado con la senescencia celular debido a la
actividad enzimatica de las clorofilasas (Louda et al., 1998, 2002) y/o por el
paso a través del tracto digestivo como resultado de la depredacion (Barlow et
al., 1988). En la Laguna de La Cruz, altas concentraciones de este pigmento se
asocian generalmente al maximo profundo de clorofila metalimnético, aunque
se puede encontrar en todo el perfil vertical, invalidando el uso de métodos de
acidificacion. Esta invalidez se debe aque la presencia de altas cantidades de
clorofilida-a en los extractos modifica la validez de las ecuaciones que
presuponen como derivado la feofitina-a, incluso después de la acidificacion

(Plante-Cuny et al., 1993). Por esa razén, no evaluamos esos métodos.

En los sistemas acuaticos fuertemente estratificados, se produce una
interferencia adicional en la cuantificacion de clorofila-a debida al solapamiento
espectral con algunos tipos de bacterioclorofila. Las bacterioclorofilas se
producen principalmente en las profundidades andxicas y microaerdbicas,
donde las bacterias fotosintéticas del azufre pueden desarrollarse. Esto
explicaria por qué ni la ecuacion monocromatica (Marker, 1972) ni la
tricromatica (Strickland y Parsons, 1972; Jeffrey y Humphrey, 1975) produjeron

buenas estimaciones de la concentracion de clorofila-a en las capas andxicas de
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la laguna. A principios de los 80, Parkin y Brock (1981) propusieron una
ecuacion dicroméatica para estimar las concentraciones de clorofila-a en
presencia de bacterioclorofila-d, que es la principal fuente de interferencia para
las estimaciones de concentracion de clorofila-a. Desde entonces, esta ecuacion
se ha utilizado ampliamente en diferentes sistemas acuéticos. La efectividad de
esta ecuacion fue posteriormente cuestionada por Overmann y Tilzer (1989),
quienes propusieron una ecuacion diferente. En nuestro estudio, la ecuacion de
Parkin y Brock (1981) no estim6 con la precision esperada la concentracion de
clorofila-a en presencia de bacterioclorofila-d, por lo que no se recomienda su
uso cuando este pigmento estd presente. La ecuacién desarrollada por
Overmann y Tilzer (1989) ofrecid, sin embargo, los mejores resultados en la
estimacion de la concentracion de clorofila-a, independientemente del origen de
la muestra (agua éxica o andxica), siendo la Unica ecuacion que realiza buenas
estimaciones para muestras anoxicas. En contraste, para las muestras éxicas, a
excepcion de la ecuacién de Parkin y Brock (1981), el resto de ecuaciones no
presentaron desviaciones particularmente altas respecto a las medidas realizadas
por HPLC, lo que hace que cualquiera de estas ecuaciones sean adecuadas para
la estimacion significativamente buena de la concentracion de clorofila-a en

aguas oxicas.

Las ecuaciones tricromaticas son ampliamente utilizadas para la determinacion
de la concentracion de clorofila-b y -c (Jeffrey et al., 1997), proporcionando
valiosa informacion relativa a la composicion taxonémica de la comunidad de
fitoplancton. Las dos ecuaciones mas utilizadas fueron definidas por Parsons y
Strickland (1963) (normalmente referida como Strickland y Parsons, 1972 y
también referida como SCOR-UNESCO, 1966) y por Jeffrey y Humphrey
(1975). La ecuacion de Jeffrey y Humphrey (1975) es mucho més utilizada,
probablemente al ser la ecuacidn recomendada por los métodos EPA de EE.UU.

Sin embargo, un aspecto critico de estas ecuaciones tricromaticas es que son
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muy imprecisas en la estimacion a bajas concentraciones de estos pigmentos. En
la Laguna de La Cruz son las picocyanobacterias unicelulares en las capas
Oxicas y las bacterias fotosintéticas en las andxicas las que dominan la
comunidad fitoplancténica (Rodrigo et al., 2001; Camacho et al., 2003). Por el
contrario, los grupos de algas que contienen clorofila-b, principalmente
clorofitas, o clorofila-c, principalmente bacillariofitas y criséfitas, presentan
generalmente una menor abundancia en la laguna, lo que implica que el posible
uso de estas ecuaciones se vea comprometido por las bajas concentraciones de
estos pigmentos, encontrandose en muchos casos cerca 0 por debajo del limite
de resolucién de las ecuaciones. Esto parece afectar particularmente a la
estimacion de la concentracién de clorofila-b que, en nuestro caso, produce los
peores resultados estadisticos, aunque las observaciones realizadas por Ritchie
(2008) dan una menor precision de las ecuaciones para el calculo de la clorofila-
¢ en comparacion con la clorofila-b. Por otra parte, en las profundidades de la
laguna, donde se desarrollan las poblaciones de bacterias fotosintéticas verdes
del azufre, en el monimolimnion e hipolimnion, es probable que las
bacterioclorofilas produzcan una interferencia muy acusada debido a la
superposicion de espectros, como se puede observar en la figura 5.2. En nuestro
caso, la estimacion de clorofila-b es mas sensible a esta interferencia en

comparacion con la clorofila-c.

Para evaluar la concentracion de las diferentes bacterioclorofilas (a, ¢ y d)
presentes en la laguna, hemos aplicado las ecuaciones de Takahashi y Ichimura
(1970), que son las mas comUnmente utilizadas en los ecosistemas de agua
dulce. También se evaluaron las ecuaciones dicrométicas de Parkin y Brock
(1981), asi como las de Overmann y Tilzer (1989) que, aunque disefiadas para
el célculo de la concentracion de clorofila-a cuando existe bacterioclorofila-d
presente, también permite la estimacion de las concentraciones de la

bacterioclorofila-a -d y -e. La bacterioclorofila-e no fue detectada en la Laguna
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de La Cruz, como confirman los resultados obtenidos por HPLC, por lo que la
ecuacion de Overmann y Tilzer (1989) podria ser utilizada para determinar la
concentracion de bacterioclorofila-d. Durante el periodo de mezcla, las bacterias
fotosintéticas del azufre en la Laguna de La Cruz pueden aparecer
esporadicamente en capas Oxicas debido a la falta de control de la flotabilidad y
a la formacion de agregados que pueden permanecer durante mucho tiempo en
el mixolimnion. Sin embargo, estas bacterias se desarrollan naturalmente en el
monimolimnion andxico e hipolimnion cuando suficiente luz alcanza estas
profundidades en presencia de sulfhidrico (Casamayor et al., 2011). Por esta
razén, las correlaciones solamente se exploraron para las capas andxicas de la
laguna (figura 5.6). En contraste con lo observado para la clorofila-a, los
derivados de los pigmentos bacterianos estan presentes sélo en cantidades muy
bajas, por lo que cualquier correccion es, en principio, innecesaria. La
bacterioclorofila-a se encuentra en bacterias fotosintéticas parpuras del azufre
(PSB). En la laguna de La Cruz, Lamprocystis purpurea domina respecto a
otras especies de PSB (Casamayor et al., 2011). Las correlaciones obtenidas
para bacterioclorofila-a, entre las ecuaciones de Takahashi y Ichimura (1970) y
las determinaciones realizadas por HPLC, son bastantes concluyentes,
produciéndose una subestimacion de la concentracion de bacterioclorofila-a de
s6lo un 8%. Respecto a las bacterioclorofilas -c y -d, que se producen en las
bacterias fotosintéticas verdes del azufre (GSB), cuyo microorganismo mas
abundante en la Laguna de La Cruz es Chlorobium clathratiforme, los
resultados obtenidos con las ecuaciones de Takahashi y Ichimura (1970)
muestran un mejor ajuste para la bacterioclorofila-d. En nuestro caso, la
concentracion de bacterioclorofila-c fue subestimada en aproximadamente un
23%. La ecuacion de Parkin y Brock (1981) produjo una buena correlacion para
bacterioclorofila-d, mientras que la ecuacion de Overmann y Tilzer (1989)

parece subestimar notablemente la concentracion de este pigmento. Respecto a
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este Ultimo resultado, debe hacerse notar que la ecuacion de Overmann y Tilzer
(1989) fue disefiada para evaluar mezclas de bacterioclorofila-d y -e, que no es

nuestro caso.

Existen diferentes enfoques analiticos para evaluar la proporcién de caroteno
respecto a la concentracion de clorofila-a en sistemas acuaticos. Incluyendo
relaciones simples de absorbancia entre las longitudes de onda especificas,
como por ejemplo 480/665 nm 6 430/665 nm, que evallan la proporcion de
caroteno en relacion a la clorofila-a (Margalef, 1983), asi como métodos
cuantitativos tales como la determinacion por HPLC. El uso de los ratios antes
mencionados es muy poco comudn en la literatura cientifica, sin embargo,
todavia se utilizan oficialmente en gestién y estudios técnicos. Uno de los
primeros intentos de cuantificar espectrofotométricamente las concentraciones
de carotenos fue hecho por Richards y Thomson (1952), sin embargo, estas
ecuaciones producen resultados poco precisos cuando existen densas
poblaciones de diatomeas y/o criséfitas en las muestras. Strickland y Parsons
(1972) propusieron una ecuacion que resuelve parcialmente este problema, no
obstante, esta ecuacion hace la suposicion de que la relacion entre las
concentraciones de los diferentes carotenos se mantiene constante en toda la
columna de agua, lo que sabemos que no es cierto para lagos estratificados
como la Laguna de La Cruz. Aunque las longitudes de onda utilizadas en estas
ecuaciones estan dentro de los rangos de absorcion maxima de todos los
carotenos, una variacién notable en la composicion relativa de los carotenoides
con la profundidad, como se esperaria de sistemas acuaticos estratificados,
puede introducir un sesgo importante en la cuantificacion. En cualquier caso,
los ratios caroteno/clorofila-a analizados pueden ser adecuados para estudios de
andlisis cualitativos, representando una estima sencilla de algunas propiedades
funcionales de la comunidad fitoplancténica. Sin embargo, nuestros resultados

indican que sélo las muestras del epilimnion se pueden analizar con exactitud
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debido a la interferencia de algunos carotenos bacterianos tales como la

okenona presente en aguas microaerofilas y anoxicas.

En resumen, nuestros resultados demuestran que, en los sistemas acuéticos
estratificados, sélo la concentracion de algunos pigmentos fotosintéticos de
algas y bacterias fotosintéticas pueden estimarse con la precision apropiada
usando las ecuaciones espectrofotométricas disponibles en la bibliografia y que
aun son de uso comin. Ademas, el uso de sélo una de estas ecuaciones no
siempre es recomendable para toda la columna de agua. El uso de una ecuacién
u otra depende de la mezcla y la abundancia relativa de los diferentes
microorganismos fotosintéticos. En cualquier caso, para la determinacién de la
concentracion de clorofila-a encontramos que la ecuacién proporcionada por
Overmann y Tilzer (1989) es la que mejor se ajusta en todas las circunstancias
estudiadas, por lo tanto, se recomienda el uso de esta ecuacién en sistemas
acudticos estratificados con presencia en el perfil vertical de microorganismos
fotosintéticos. Respecto a la estimacion de la concentracion de
bacterioclorofilas, las formulas proporcionadas por Takahahi y Ichimura (1970)
funcionan bien en aguas anoxicas, donde se desarrollan poblaciones de bacterias
fotosintéticas. Consideraciones similares para otros pigmentos, tales como
concentraciones de clorofilas -b y -c 0 proporciones en carotenos respecto a
clorofila-a, se pueden hacer mediante la revision de la informacion sintetizada
en la tabla 5.2. Esta tabla resume la adecuaciéon de cada ecuacion cuando se
aplica a un sistema estratificado como la Laguna de La Cruz y podria servir
como una referencia para la seleccién de la ecuacién mas apropiada, cuando se
usan métodos espectrofotométricos para la determinacién de pigmentos

fotosintéticos.
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6.1. Introduccioén

El estudio de los productores primarios en los ecosistemas acuaticos, es uno de
los aspectos més importantes en la comprension del funcionamiento de los
ecosistemas marinos y limnologicos (Wetzel, 2001; Kirk, 2011; Kirchman y
Hanson, 2012). Histdricamente, los estudios de organismos fotosintéticos se han
centrado primero en el fitoplancton eucariota y mas recientemente en las
cianobacterias. Picocianobacteria (Pcy) se ha convertido en un grupo clave
debido a su abundancia, ubicuidad y relevancia en la produccién primaria de los
ecosistemas acudticos (Craig, 1985; Stockner, 1988). En algunos ecosistemas
las bacterias fotosintéticas, bacterias verdes y puarpuras del azufre, pueden
alcanzar altas abundancias y, la fotosintesis anoxigénica que estos
microorganismos realizan, puede contribuir de manera significativa a la
produccion primaria de los sistemas que habitan (Parkin y Brock, 1981).
Diferentes técnicas han sido desarrolladas para estimar la abundancia de este
conjunto tan heterogéneo de microorganismos fotosintéticos. Las técnicas
microscdpicas clésicas siguen siendo la referencia en la cuantificacion de la
abundancia microbiana. Estas técnicas tienen algunas desventajas, como el
limite de deteccidn visual de microorganismos muy pequefios, la cantidad de
tiempo que requiere la preparacion y recuento de cada muestra o la necesidad de
personal cualificado. También presentan algunas ventajas como, ser el método
de referencia clasico, lo que hace que los datos sean comparables a la mayoria
de la literatura existente y, ademas, incluye la posibilidad de observar y
cuantificar la morfologia celular, lo que permite una taxonomia més detallada,
incluso a nivel de especie, para grandes grupos de fitoplancton eucariota de gran
tamafio (Hofstraat et al., 1994; Monfort y Baleux, 1992). El procedimiento
habitual para estimar la abundancia de organismos fotosintéticos por

microscopia implica diferentes métodos de fijacioén que, por lo general, requiere
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la obtencion de diferentes muestras utilizando diversas técnicas de microscopia,
involucrando diferentes operadores y diferencias en el procesado de datos. El
procedimiento general para la fijacion de especies pequefias, fraccion
picoplanctonica, es usar glutaraldehido o formaldehido, filtrandose sobre filtros
negros, y realizdndose los recuentos por microscopia de epifluorescencia
(Maclsaac y Stockner, 1993; Marie et al., 1997). Para fitoplancton eucariota de
mayor tamafio, lo mas comuin es el uso de muestras fijadas con lugol, realizando
el recuento por microscopia invertida (Utermohl, 1958). En el caso de las
bacterias fotosintéticas la metodologia es menos estandar, pero lo habitual es la
fijacién con eritrosina fenicada y el recuento por microscopia de contraste de
fase (Jones, 1979). Las principales razones que impulsaron el desarrollo de la
citometria de flujo (CF) para el recuento de organismos en general, y de
organismos fotosintéticos en particular, fue el poder usar una muestra Unica, con
un Unico método de fijacion, un dnico técnico y forma de procesar los datos,
minimizando asi, sesgos. Sin embargo, la principal ventaja de la CF es la
posibilidad de contar miles de eventos (entre 2 y 3 6rdenes de magnitud
superiores que por microscopia) en un analisis, lo que hace que el resultado

estadistico de los recuentos sea mas robusto.

El uso de citometria de flujo (CF) en la investigacion del fitoplancton comenzo
muy temprano en los afios 80 (Trask et al., 1982; Yentsch et al., 1983; Olson et
al., 1989; Balfoort et al., 1992), resaltando el potencial de esta técnica en el
seguimiento de poblacién de organismos y su investigacion. La CF, con un
buen calibrado, puede realizar mediciones a nivel de una Unica célula a alta
velocidad, pudiendo discriminar microorganismos fotosintéticos especificos por
dispersion de la luz y autofluorescencia individual, por lo menos para los grupos
méas abundantes (Hofstraat et al., 1994; Boddy et al., 2001). También
proporciona una manera rapida para el estudio de las propiedades estructurales

y funcionales de microorganismos individuales, haciendo asi que CF sea una
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herramienta Gtil para aplicaciones en ecologia microbiana acuatica (Vives-Rego
et al., 2000). Hoy en dia el uso de la CF estd muy generalizado para determinar
la abundancia de picoplancton, tanto heter6trofos como autétrofos,
especialmente en ambientes marinos (Dominique et al., 1997; Dubelaar y
Jonker, 2000; Lomas et al., 2011; Bergquist et al., 2009; Gasol y del Giorgio,
2000). Sin embargo, en ecosistemas de agua dulce el uso de esta técnica para el
recuento y monitoreo de organismos fotosintéticos ha sido mucho mas limitado
(Cellamare, 2010; Casamayor et al., 2007; Crosbie et al., 2003; Toepel et al.,
2004).

La Laguna de La Cruz es un buen modelo para el estudio por CF de la
distribucién en la columna de agua de diferentes grupos de organismos
fotosintéticos (Vicente y Miracle, 1988; Dasi y Miracle, 1991; Rodrigo et al.,
2000). Como se ha visto en el capitulo 4, esta laguna presenta un dominio
importante e inusual de Pcy en todo el perfil vertical, con una sucesion
estratificada en capas mas o menos solapadas de diferentes poblaciones de
organismos fotosintéticos, picocianobacterias, picoeucariotas y algas eucariotas
de mayor tamafio, en la zona éxica y oxiclina, y bacterias fotosintéticas en las
profundidades anoxicas, en concreto, bacteria parpura del azufre como
dominante Lamprocystis purpurea y bacterias verdes del azufre, Chlorobium
clathratiforme en menor abundancia (Rodrigo et al., 2000; Casamayor et al.,
2012).

El uso de CF para la identificacion y discriminacién de microorganismos
fotosintéticos en muestras naturales en una laguna fuertemente estratificada,
como la de La Cruz, implica varios retos como la identificacion y asociacion de
los subgrupos observados por CF con grupos especificos de microorganismos
fotosintéticos observados por microscopia. EI tamafio de los microorganismos

es un factor muy importante en la identificacion y discriminacion por CF.
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Ademas, la autofluorescencia natural de los pigmentos fotosintéticos permite la
discriminacion sin afiadir fluorocromos externos (Marie et al., 2005; Trask et
al., 1982). Los pigmentos méas relevantes para esta discriminacion son la
clorofila-a para el fitoplancton eucariota y cianobacterias, las ficobiliproteinas
(ficoeritrina y ficocianina) para las cianobacterias y, para las bacterias
fotosintéticas, las bacterioclorofilas son el marcador que permite discriminar
estas poblaciones (Casamayor et al., 2007). Con el fin de identificar los
diferentes grupos de interés mediante esta metodologia, en la Laguna de La
Cruz se aislaron fisicamente los microorganismos fotosintéticos mas abundantes
de la propia laguna en cultivos puros para para poder contrastar con los

resultados.

El objetivo de este capitulo es delimitar la capacidad de la CF estandar para la
identificacion 'y la discriminacion de comunidades complejas de
microorganismos fotosintéticos en sistemas estratificados, como el perfil
vertical de la Laguna de La Cruz, ademas de determinar la utilidad de la CF
para el recuento y seguimiento de la dindmica de estas comunidades

fotosintéticas en la laguna.
6.2. Métodos especificos
Determinaciones de microscopicas

Las muestras para las bacterias fototroficas del azufre, se fijaron con
formaldehido al 2%, y se contaron por contraste de fase a 1250x en un
microscopio Zeiss RS Ill después de retenerlos en un filtro de acetato de
celulosa (0,2 pm de diametro de poro). Estos filtros se secaron y se tifieron con

eritrosina para permitir la identificacion celular (Jones, 1979).

149



Capitulo 6

Las muestras para el nanofitoplancton de se fijaron con una solucién de Lugol y
fueron examinados en las camaras de sedimentacion Utermohl después de 48h
de sedimentacion (Utermdhl, 1958). En este caso, la identificacion y el recuento
se realizaron con un microscopio Nikon Eclipse TE2000-S invertido en 600x y
1000x. For each technique at least 500 individuals were counted and 10
individuals of each species measured in order to perform abundance and
biomass estimations. Para cada técnica se contaron, al menos, 500 individuos.
De cada especie, 10 de estos individuos, fueron medidos para realizar la

estimacion de biovolumen y biomasa.
Analisis de citometria de flujo

Para la identificacion de los principales grupos fotosintéticos con citometria de
flujo, se us6 un citometro de flujo Coulter Cytomics FC500 equipado con un
laser de argdn (488 de excitacion), un diodo emisor de rojo (635 de excitacién),
y cinco filtros para la emision de fluorescencia (FL1-FL5). Para cada muestra,
se utilizaron dos protocolos diferentes. Un primer protocolo (P1) se usé para
contar picocianobacteria con discriminacion por tamafio (dispersion lateral
SS0). El segundo protocolo (P2), se utilizé para la identificacion del resto de
nanofitoplancton y bacterias fotosintéticas, la discriminacion fue por
fluorescencia en FL4 (clorofila y bacterioclorofila) (Veldhuis y Kraay, 2000).
Para P1, los ajustes de los parametros de citometria fueron los siguientes: FSC
(550), SSC (390), FL1 (600), FL2 (670), FL3 (670), FL4 (620) y FL5 (700),
mientras que para P2 se utilizd la misma configuracion pero con la

discriminacion en FL4.

Los analisis se llevaron a cabo durante 160 segundos para el protocolo
picocianobacteria (P1) y, 600 segundos para el protocolo del nanofitoplancton

(P2), ambos a la tasa de flujo Gnico de 128 ml min™ que es el més alto del
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citdbmetro utilizado. La abundancia de cada poblacién se calculé de acuerdo a
las formulas: N = (n x 1000) / Q x t, donde Q es el caudal (microlitros por
minuto), t es la duracion (minutos) de la adquisicion, n es el nimero de eventos

contados por el citometro de flujo, y N es el nimero de células por mililitro.

Los datos fueron recogidos con el software Beckman Coulter para la
adquisicion de "CXP Version 2.2 Acquisition" y el analisis de los datos se
realizé utilizando el software Beckman Coulter para el analisis "CXP Version

2.2 Analysis".
Cultivos y enriguecimientos

Los aislamientos o enriquecimientos de los principales productores primarios en
el Laguna La Cruz se realizaron con diferentes metodologias. Para las dos cepas
diferentes de Pcy aislado (PE-rich y PC-rich), se utilizd un citémetro de flujo
“sorter” (MoFlo, Beckman Coulter). Para aislar el nanofitoplancton,
(Scenedesmus, Cosmarium, Pectodictium y Cyclotella), los aislamientos se
obtuvieron placas de Petri con agarosa (0,8%) en medio BG11 después de
diversas diluciones en serie. Cuando los cultivos puros no se pudieron obtener,
se utilizaron enriquecimientos (por ejemplo, para Cryptomonas y para las
bacterias fotosintéticas anoxigénicas). Los enriquecimientos de las bacterias
purpura de azufre (PSB) y bacterias verdes del azufre (GSB), se obtuvieron a
partir del colapso estacional y natural de estas poblaciones, que se produce
durante el proceso de mezcla de la laguna. Este colapso provoca la acumulacion
de biomasa en la superficie del lago. Se recogieron muestras de esta biomasa y
se fijaron con paraformaldehido: solucion de glutaraldehido a una concentracion
final en la muestra de 1%: 0,05% (w / v) (Marie et al., 1997).
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6.3. Resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la
viabilidad del uso de la citometria de flujo para identificar y estimar la
abundancia de las diferentes poblaciones de organismos fotosintéticos presentes
en la Laguna de La Cruz. Para este estudio de selecciono un periodo de
estratificacion, en concreto en el perfil vertical de octubre de 2006. En esta
fecha la Laguna de La Cruz presenta un epilimnion bien oxigenado a 8 metros
de profundidad, y un fuerte gradiente térmico que delimita la termoclina y
oxiclina entre 8 y 10,5 metros, el hipolimnion anoxigénico se situd entre los
10,5 a 16,5 metros (figura 6.1A).

La maxima abundancia de pigmentos fotosintéticos se localiza entre el
metalimnion inferior y en el hipolimnion superior (figura 6.1B). Se observé un
maximo profundo de clorofila (DCM) muy marcado a 11 metros de
profundidad, de aproximadamente 80 mg m= de la clorofila-a, mientras que la
concentracién media epilimnética fue de 1-2 mg m3. En la interfase 6xico-
anoxica se observo una compleja mezcla de pigmentos fotosintéticos (figura
6.1C). El perfil vertical de la abundancia de los principales microrganismos
fotosintéticos muestra que las picocianobacterias son el grupo dominante en
abundancia en todo el perfil vertical (tabla 6.1). Las Pcy son aproximadamente
un 95% de la abundancia promedio respecto al total de microorganismo
fotosintéticos en la laguna y presentan valores maximos a los 11 metros
coincidiendo con el DCM. En el epilimnion y metalimnion superior la variedad
de Pcy dominante fue PC-Rich y en el metalimnion inferior e hipolimnion una
variedad PE-Rich. En contraste, las poblaciones de picoeucariotas (Ape)
presentaron una abundancia relativa muy baja en todo el perfil vertical, siempre
por debajo del 0,1% de la abundancia total de todos los microorganismos

fotosintéticos.
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Figura 6.1. Estructura del perfil vertical en el periodo de estratificacion a finales de
octubre de 2006 en la Laguna de La Cruz. A) Perfiles verticales de temperatura,
conductividad y oxigeno disuelto. B) Perfiles verticales de los principales pigmentos
fotosintéticos. C) Abundancia de diversos miembros de la comunidad fotosintética en el
perfil vertical. D) Reescalado de la abundancia de los miembros de la comunidad
fotosintética en el perfil vertical excluyendo las picocianobacteria.
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Las determinaciones realizadas por microscopia, muestran que la comunidad
con mayor diversidad a lo largo del perfil vertical fue la del nanofitoplancton.
En capas oxigénicas (epilimnion y metalimnion superior) el taxén dominante
fue Scenedesmus sp. (tabla 6.1), seguido de Pectodiction sp, Cosmarium sp. y
Cyclotella sp. Las mayores abundancias de nanofitoplancton se observaron en el
metalimnion inferior, debido principalmente a la sedimentacion de Cosmarium
sp. (tabla 6.1). Este maximo profundo de nanofitoplancton se produjo a 10
metros de profundidad y no se correlaciona con el perfil del maximo profundo
de clorofila (DCM) situado a 11 metros de profundidad.

Tabla 6.1. Contribucién relativa (%) de los diferentes organismos fotosintéticos mas
abundantes en la Laguna de La Cruz a diferentes profundidades.

4.5 metros - % of Abundanci 10 metros - % of Abund:
Picocianobacteria 96.2 % Picocianobacteria 97.3 %
Nanofitoplacton 3.8% Scenedesmus 52.4 % Nanofitoplacton 27% Cosmarium 755 %
Bacterias purpuras del azufre 0% Pectodiction  10.2 % Bacterias purpuras del azufre 0% Cyclotella 109 %
Bacterias verdes del azufre 0% Cosmarium 8.6 % Bacterias verdes del azufre 0% Tetrahedrom 31%
100 % Cyclotella 6.6 % 100 % Scenedesmus 15%
778 % 91.0 %
11 metros - % of Abundancia 11.8 metros - % of Abund:
Picocianobacteria 96.5 % Picocianobacteria " 97.4 %
Nanofitoplacton 0.2 % Cryptomonas  45.5 % Nanofitoplacton " 0.1% Cosmarium 349 %
Bacterias purpuras del azufre 3.3 % Cosmarium  37.9% Bacterias purpuras del azufre v 1.7 % Cyclotella 275 %
Bacterias verdes del azufre 0% Cyclotella 6.4 % Bacterias verdes del azufre 0.8 % Euglena 13.9%
100 % Tetrahedrom _ 2.1 % 100 % Scenedesmus 32%
79.5 % 795 %

En el metalimnion profundo (cerca de la extincion de oxigeno) y en el
hipolimnion superior, Cryptomonas sp. fue el grupo més abundante de
nanofitoplancton (tabla 6.1). Las bacterias fotosintéticas anoxigénicas se
localizaron en el metalimnion inferior, hipolimnion y en el monimolimnion
anoxico. Las bacteria parpura del azufre mostraron méaximos de abundancia
entre los 11 y 12 metros, y las bacterias verdes del azufre entre los 12 y 13
metros de profundidad (figura 6.1D).
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Figura 6.2. Citogramas que muestran las diferentes nubes de eventos de la comunidad
fotosintética en la Laguna de La Cruz. Al, B1y C1) Pcy con P1 (protocolo 1) a 4,5, 10
y 11 metros. A2, B2 y C2) nanofitoplancton con P2 (protocolo 2) a 4,5, 10 y 11 metros.
A3, B3, C3) ejemplo con la foto del cultivo aislado D1) poblaciones de la bacterias
fotosintéticas y segregacion de Pcy a 11,8 metros. D2) Dispersion lateral de la
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segregacion de bacterias pUrpuras del azufre respecto a la presencia de granulos de
azufre. D3) Nube de eventos y microfotografia de bacterias fotosintéticas en un cultivo
enriquecido la Laguna de La Cruz.

La caracterizacion de las poblaciones de microorganismos fotosintéticos por CF
en la Laguna de La Cruz mostrd un patron complejo de agrupaciones de eventos
en funcion de tamafio, estructura interna y fluorescencia en las diferentes
profundidades estudiadas. Con el protocolo P1 se observé principalmente el
clister de picocyanobacteria (figura 6.2A1, B1, C1) y con el protocolo P2
podemos reconocer una distribucién mas compleja de clusters en los que se
intenta identificar las diferentes poblaciones de nanofitoplancton y bacterias
fotosintéticas. Los resultados de CF de las muestras de epilimmion y
metalimnion superior, (figura 6.2 Al y A2) muestran el predominio de las Pcy,
con un promedio del 96% del total de la abundancia de microorganismos
fotosintéticos.Con el protocolo 2, se observan 4 grupos principales de
nanofitoplancton que representan 3,8% del total (figura 6.2A1). En estas
profundidades el taxon mas abundante fue Secenedesmus sp. (figura 6.2A3),
seguido por Pectodiction sp., Cosmarium sp. y Cyclotella sp. (tabla 6.1A). No

se observaron bacterias fotosintéticas en el epilimnion y metalimnion superior.

La maxima abundancia de nanofitoplancton en el perfil vertical se produce en el
metalimnion inferior a 10 metros (figura 6.2B), aunque solo representa un 2,7%
de la abundancia total de microorganismos fotosintéticos presentes en esa
profundidad. El principal género es Cosmarium sp. (75,5% de todo el
nanofitoplancton), seguido por Cyclotella sp., Tetrahedron sp y Scenedesmus
sp. A 11 metros de profundidad, donde se localiza el maximo profundo de
clorofila-a (DCM) y la oxiclina (figura 6.2C), es donde se encuentra la maxima
abundancia de las Pcy. La abundancia relativa de nanofitoplancton a esta
profundidad se redujo hasta el 0,2% del total de microorganismos fotosintéticos,

aumentando la abundancia relativa de las bacterias pdrpura del azufre hasta un
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3,3%, sin observarse poblaciones significativas de bacterias verdes del azufre.
Bajo la oxiclina, en el hipolimnion superior, la abundancia de las Pcy aun
representa un porcentaje muy importante del total fotosintético, mientras que el
nanofitoplancton desciende al 0,1%, aunque el tamafio de Cryptomonas sp. hace
que en términos de biomasa pueda ser una fraccion representativa. Se
observaron bacterias fotosintéticas en todo el hipolimnion (figura 6.1D). A 11,8
metros de profundidad la abundancia relativa de las bacterias purpuras del
azufre fue del 1.7%, mientras que la de las bacterias verdes del azufre aumento
a 0,8%. Con estas abundancias ya fue posible discriminar y cuantificar las dos
poblaciones por CF (figura 6.2D). La fluorescencia roja de la bacterioclorofila
(canal FL5 en nuestra configuracion) permite la discriminacion especifica de
Pcy y del nanofitoplancton, mientras que la dispersién frontal (FSO) permite la
discriminacion entre las bacterias purpuras del azufre y las verdes (figura 6.2D1
y D3). Ademas, las bacterias purpura del azufre pueden acumular granulos de
azufre, que son detectables en la sefial de dispersion lateral (SSO). La refraccién
diferencial de estos granulos permite la discriminacion posterior de estas dos

subpoblaciones de bacterias purpura del azufre (figura 6.2D2).

Tabla 6.2. Ajuste no paramétrico (Spearman Rho) entre los resultados de abundancia
obtenidos por citometria de flujo y los obtenidos por microscopia (Diferencias no
significativas determinadas a: **a = 0.01 0 *a.=0.001).

rho de Spearman Grados de libertad P-valor Pendiente
Scenedesmus 0.936 9 P<0.001* 1.06
Cosmarium 0.945 9 P<0.001* 1.05
Cyclotella 0.564 9 0.071 0.71
Pectodiction 0.982 9 P<0.001* 1.21
Pcy 0.957 13 P<0.001* 0.82
Cryptomonas 0.946 13 P<0.001* 1.13
PSB 0.996 13 P<0.001* 1.14
GSB 1.000 13 P<0.001* 1.05
Total --- 83 P<0.001* 0.86
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En la tabla 6.2 se resumen los resultados de las regresiones lineales entre los
recuentos realizados por citometria de flujo respecto a los recuentos clésicos
determinados por microscopia de diferentes poblaciones de organismos
fotosintéticos identificados y cuantificados en la Laguna de La Cruz.

Se observa un buen ajuste general entre los dos métodos, con altos coeficientes
de correlacion de Spearman, siendo todos significativos (p > 0,001), excepto
para el caso de Cyclotella sp. (p = 0,071). Para las Pcy y Cyclotella sp. Se
observa que los valores de pendiente fueron inferiores a 1 (aunque en el caso
Cyclotella sp. la regresion no fue significativa), lo que implica que las
abundancias estimadas por CF esta subestimada con respecto a los recuentos
microscopicos. Para todos los demds taxones las pendientes fueron superiores a
1, apuntando a una sobreestimacién de las abundancias estimadas por CF

respecto a los recuentos por microscopia.
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Figura 6.3. Ajuste entre los recuentos de abundancia realizados por microscopia
(diferentes técnicas) y los recuentos realizados por citometria de flujo de los principales
miembros de la comunidad fotosintética en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz.
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Cuando representamos (figura 6.3) todas las abundancias, de los organismos
fotosintéticos identificados y cuantificado en la columna de agua, estimadas por
CF respecto a las estimaciones realizadas por microscopia, se observa un buen
ajuste en un rango de 6 6rdenes de magnitud de abundancia (N = 84, pearson =
0,997).

6.4. Discusién

El objetivo principal del presente capitulo es determinar el potencial de la
citometria de flujo (CF) para la identificacion y cuantificacion de las diferentes
comunidades de organismos fotosintéticos en el perfil vertical de la Laguna de
La Cruz. Se trata de un buen modelo para este tipo de estudio porque a lo largo
del perfil vertical estan representados todos los organismos fotosintéticos
posibles, distribuidos de manera estratificada en funcion del perfil de luz,
temperatura y nutrientes disponibles. Ademas, existe un amplio conocimiento
sobre la distribucién y dindmica del nanofitoplancton y bacterias fotosintéticas
de este lago (Vicente y Miracle, 1988; Dasi y Miracle, 1991; Armengol-Diaz et
al., 1993; Rodrigo et al., 2000; Miracle et al., 2001; Camacho et al., 2003;
Romero-Viana et al., 2010). Nuestros resultados muestran que es posible
identificar y cuantificar a los organismos fotosintéticos mas abundantes de la
laguna por citometria de flujo. En general, en sistemas acuéticos templados las
poblaciones de Pcy pueden presentar una abundancia relativa muy alta respecto
al resto de microorganismos fotosintéticos (Dokulil y Teubner, 2000; Callieri,
2008) aungue con una diferenciacion fenotipica muy limitada. Sin embargo, el
nanofitoplancton presenta una gran diversidad de especies, tamafios y

morfologias.
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Las primeras publicaciones sobre la viabilidad del uso de la CF para la
identificacion y recuento de las comunidades fotosintéticas en ecosistemas
acuaticos datan del primer desarrollo de esta tecnologia en los afios 70 (Peeters
et al., 1989; Phinney y Cucci, 1989; Yentsch y Horan, 1989; Marie et al., 2005),
aunque los citémetros de flujo estandar no estan disefiados para el rango tan
variable de tamafio que se observa en las poblaciones naturales (Petersen et al.,
2012). Las comunidades fotosintéticas tienen caracteristicas particulares que
permiten la discriminacién de sus poblacién por CF, (i) importantes diferencias
en tamafio y morfologia, (ii) la autofluorescencia de pigmentos accesorios
(Gasol y Del Giorgio, 2000) con diferentes longitudes de onda de emision en

funcidn de los pigmentos involucrados (Becker et al., 2002).

Con el fin de obtener todas las identificaciones y recuentos de la misma muestra
se ha desarrollado, en este trabajo, dos protocolos diferentes. Debido a la gran
abundancia de las Pcy en esta laguna ha sido necesario el uso de un protocolo
corto de 160 segundos (P1) que discrimina a las Pcy por tamafio, ficoeritrina,
ficocianina y clorofila-a y que permite también la discriminacion entre las cepas
PC-Rich y PE-Rich. A pesar de que el nanofitoplancton y las bacterias
fotosintéticas representan en abundancia, que es lo que estima el CF, menos del
3% de los microorganismos fotosintéticos totales, es posible identificarlas. Para
ello se us6 un segundo protocolo (P2) mas largo, 600 segundos, que discrimina
en el canal de la clorofila, FL4, y con un umbral de discriminacién mucho mas
alto que P1. En comparacion con el cloroplasto eucariota, una célula de Pcy
tiene mucha menos clorofila, en torno a un orden de magnitud inferior
(Vaillancourt et al., 2004), por lo que el umbral se sitia en el limite para no
detectar las Pcy pero si los cloroplastos del nanofitoplancton. Las cianobacterias
filamentosas y coloniales de mayor tamafio si que son detectadas por el
protocolo P2, aunque en la Laguna de La Cruz son poblaciones minoritarias. La

fluorescencia de las bacterias fotosintéticas, principalmente por la
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bacterioclorofila, tiene su maxima emision en el canal FL5 del citometro, pero
la sefial obtenida por el protocolo P2 en el canal FL4 es suficiente para

discriminar cuantitativamente sin la necesidad de un tercer protocolo.

Se observa un amplio rango de tamafios en las poblaciones de organismos
fotosintéticos en ecosistemas acuaticos naturales. En el caso de la Laguna de La
Cruz, la CF nos permite identificar y cuantificar los grupos fotosintéticos mas
abundantes de una misma muestra, en un andlisis que toma aproximadamente
20 minutos. El elevado nimero de eventos que se tienen en cuenta en un
recuento, minimiza el error experimental, generalmente asumido cuando se

utilizan técnicas microscépicas (Kemp, 1993).

El andlisis microscdpico necesita, en nuestro caso, tres muestras diferentes
fijadas con varios fijadores, recogidas en diferentes momentos del muestreo
con tres técnicas diferentes. Estas técnicas son, microscopia de epifluorescencia
para picoplancton autotréfico (picoprocariotas y picoeucariotas), método de
Utermohl para nanofitoplancton y tincién con eritrosina fenicada para la
cuantificacion de bacterias fotosintéticas (bacterias purpuras de azufre y
bacterias verdes del azufre). Eso hace que la CF sea una técnica rapida y
eficiente a tener en cuenta (Hofstraat et al., 1994; Rutten et al., 2005;
Troussellier et al., 1993). Sin embargo, la microscopia también cuenta con
maltiples ventajas. Permite la identificacion de morfotipos y de tamafios que
son esenciales para el calculo de biovolumenes y biomasa, posibilita la
deteccion de cambios morfolégicos e identificar a nivel de especie el
nanofitoplancton. Por otro lado, el uso de multiples fijadores tiene una
justificacion metodoldgica, no todos los grupos de organismos se comportan de
igual manera ante un mismo fijador, por lo que hay que tener en cuenta que el
uso de un fijador Unico y una muestra Gnica también puede plantear problemas

metodoldgicos.
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La utilidad de las diferentes técnicas, CF o microscopia, depende del objetivo
final del estudio. La diversidad de microorganismos fotosintéticos es
relativamente grande en sistemas estratificados, como la Laguna de La Cruz.
Para el seguimiento de poblaciones especificas o experimentos concretos, CF
ofrece, obviamente, multiples ventajas en tiempo, dinero y posibilidad de
realizar estudios mas complejos con los mismos recursos. Sin embargo, para
estudios taxondmicos o funcionales, los recuentos microscopicos proporcionan
mucha informacion de gran valor, llegando a identificar con precision un
promedio de 40-50 especies, con su descripcion morfoldgica y rango de
tamafios, mientras que la CF puede diferenciar entre 5-10 especies con
informacién de tamafio muy limitada (Schiaffino et al., 2013). En conclusién,
los resultados muestran que la identificacion y cuantificacion de los principales
organismos fotosintéticos en el perfil vertical de la Laguna de La Cruz puede
resolverse de manera eficiente mediante citometria de flujo aunque para un

estudio completo los recuentos microscopicos son totalmente necesarios.
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7.1. Introduccidén

La cuantificacion de la asimilacion de carbono por parte de los organismos
acuéticos, resulta esencial para comprender los flujos de energia y ciclos
biogeoquimicos en los sistemas acuaticos en general y, en particular, en los
ambientes peldgicos (Wetzel, 2001; Williams et al., 2008). Ademés del
fitoplancton eucariota, estos procesos de asimilacion de carbono implican
también a organismos procariotas, tanto cianobacterias como bacterias
autotrofas, quienes realizan fotosintesis oxigénica y anoxigénica
respectivamente. De igual modo, algunas bacterias y arqueas son capaces de
asimilar carbono de manera autotrofa, sin intervencion directa de la luz,
mediante lo que se conoce como quimiolitotrofia (Berg, 2011; Hugler y Sievert,
2011; Hanson et al., 2012).

Los fuertes gradientes, tanto fisicos como quimicos, que se superponen en
ecosistemas de agua dulce estratificados como la Laguna de La Cruz, posibilitan
la concurrencia de muchos, o incluso potencialmente todos, los metabolismos
autotrofos conocidos (Guerrero, 1985; Van Gemerden y Mas, 1995; Camacho et
al., 2001; Casamayor et al., 2012), lo que los hace buenos modelos para llevar a
cabo estudios de produccion primaria. Como se describe en el capitulo 4, en la
Laguna de La Cruz, las poblaciones de organismos autétrofos muestran una
distribucion fuertemente estratificada asociada a diferentes gradientes fisico-
quimicos, situacién en la que cabe esperar la coexistencia de la fijacion de
carbono fotosintética, tanto oxigénica como anoxigénica, y quimiolitotrofica.
Esta Ultima, a pesar del papel relevante que puede llegar a tener en determinadas
ocasiones, constituye un metabolismo microbiano relativamente poco estudiado
hasta la fecha en este tipo de ecosistemas (Camacho et al., 2001; Garcia-

Cantizano et al., 2005; Casamayor et al., 2012).
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Los factores clave que regulan la asimilacion autotrofa de carbono en sistemas
acuaticos, son la disponibilidad de luz y sus caracteristicas espectrales, la
disponibilidad de nutrientes y la distribucién de la biomasa en el perfil vertical
(Williams et al., 2008). No solo la carencia de luz, sino también su exceso,
pueden inhibir la fotosintesis oxigénica. Este fendmeno inhibitorio se produce
en las capas mas superficiales, lo que explica que las tasas de fotosintesis mas

elevadas se observen generalmente en capas mas profundas (Wetzel, 2001).

Son varios los métodos analiticos existentes para cuantificar la produccién
primaria en sistemas acuaticos. EI método mas cominmente utilizado durante
décadas, ha sido el basado en el uso del is6topo radiactivo “C (Nielsen, 1952), a
pesar de la existencia de ciertas limitaciones inherentes al mismo (Peterson,
1980; Banse, 2002). Mediante el planteamiento metodolédgico apropiado, este
método isotdpico permite discriminar la asimilacién fotosintética vy
guimiolitotréfica de carbono. Ademas, existen evidencias de que los resultados
obtenidos por este método son mas precisos cuando la columna de agua es
relativamente estable (Marra, 2009), siendo este el caso de la Laguna de La
Cruz. Ademéas de los métodos isotopicos, en los Ultimos afios se han
desarrollado técnicas de fluorescencia pulsante para la medida del rendimiento
fotosintético “in vivo” e “in situ”. Esta técnica nos proporciona informacion
complementaria a la obtenida por **C que nos ayuda a una mejor comprensién
de los mecanismos de fijacion en sistemas acuaticos. El uso de la fluorescencia
activa para el estudio de la fotosintesis, tanto en fitoplancton como en plantas,
ha venido desarrollandose durante las tres Gltimas décadas (Oxborough et al.,
2012). Este método utiliza la relacion entre la fluorescencia de la clorofila-a y la
fotosintesis, para estimar la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il. Diferentes
equipos de fluorimetria activa pueden variar su protocolo de flashes a la hora de
determinar parametros fotosintéticos basicos, como la fluorescencia minima

(Fo), la fluorescencia maxima (Fm) o la eficiencia cuéntica (yield).
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La existencia, en la Laguna de La Cruz, de fuertes gradientes fisicoquimicos
estacionales (i.e, temperatura, luz, oxigeno, nutrientes) proporciona micro-
nichos bien definidos y estables, donde se desarrollan poblaciones de
microorganismos diferentes que, potencialmente, presentan metabolismos
adaptados a cada microambiente particular (Rodrigo et al., 2000; Casamayor et
al., 2012). Esta distribucion del habitat, ya descrita en capitulos anteriores, junto
con antecedentes de la bibliografia referidos a la distribucion de los distintos
grupos de microorganismos en la columna de agua, permite plantear hipétesis
acerca del papel relativo de cada uno de ellos en la produccién primaria de la
laguna. Asi, algunos autores sugieren que el picoplancton procariota,
principalmente compuesto por picocianobacterias (Pcy), podria desempefiar un
papel clave en la fijacion del carbono de este lago (Camacho et al., 2003a). En
el capitulo 4 ya se hace notar la notable abundancia de estas poblaciones de Pcy
en la laguna, con particular relevancia de la cepa Synechococcus sp. AM749868
(Casamayor et al., 2012), la cual se encuentra distribuida por toda la zona fética.
Por el contrario, las fracciones nano y picoplanctdnicas del fitoplancton
eucariota son menos relevantes en términos de biomasa, en especial la segunda.
Por otra parte, la presencia de poblaciones estables de bacterias fotosintéticas
del azufre en el hipolimnion y monimolimnion de la laguna, hecho también
constatado por otros autores (Rodrigo et al., 2000), hace suponerles un papel
relevante en la produccion primaria de la laguna, no existiendo, sin embargo,

estudios previos que confirmen este supuesto.

Existen diferentes estudios que demuestran la ubicuidad, tanto de la fotosintesis
anoxigénica como la quimiolitotrofia, en aguas interiores ricas en azufre (i.e.,
sulfhidrico), en los cuales se describe la disposicion estratificada de estos
metabolismos en torno a la interfase 6xico-andxica, asi como su, en ocasiones,
notable contribucién a la asimilacion de carbono global (Camacho y Vicente,

1998; Camacho et al., 2001; Casamayor et al., 2012). Sin embargo, en lagos
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donde el azufre no es tan abundante, como ocurre en la Laguna de La Cruz,
estos metabolismos parecen encontrase mas restringidos a zonas profundas del
hipolimnion (Enrich-Prast et al., 2009; Callieri et al.,, 2014), donde
probablemente existan otros dadores de electrones (Walter et al., 2014).

En este capitulo se pretende adoptar la Laguna de La Cruz como modelo para
evaluar la contribucion relativa de los diferentes metabolismos autdtrofos de
asimilacion de carbono inorganico, potencialmente existentes en este tipo de
sistemas. Se pretende, a su vez, poner una especial atencién en la contribucién
relativa del componente procariota a dicha asimilacién, discriminando los
diferentes metabolismos involucrados (i.e., fotosintesis oxigénica vy
anoxigénica, y quimiolitotrofia), con respecto a la contribucion del
nanoplancton eucariota. Los resultados obtenidos se pretenden relacionar con
los patrones temporales y espaciales, tanto de la distribucion de los
microorganismos participantes como de las variables fisicoquimicas mas

significativas.

7.2 Metodologia especifica
Periodicidad y procedimientos de muestreo

Los perfiles de asimilacion de carbono inorganico, en la Laguna de La Cruz, se
realizaron estacionalmente. En concreto, se realizaron cuatro perfiles que se
llevaron a cabo en marzo, junio y octubre de 2006 y enero de 2007. El objetivo
era tener representado: (i) el periodo de mezcla vertical invernal (enero), sin
termoclina y con la oxiclina ubicada a 16 metros, (ii) el inicio de la
estratificacion a principios de primavera (marzo), con una débil termoclina y la

oxiclina situada a 14,5 metros, (iii) la estratificacion media (junio), con una
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termoclina estable y la oxiclina situada a 12 metros, y (iv) el final del periodo de
estratificacion previo a la mezcla (octubre), con una termoclina estable y la
oxiclina a 10,7 metros. Los perfiles verticales de parametros fisicos y quimicos
se obtuvieron con la sonda CTD (SeaBird 19) configurada con varios sensores
(ver capitulo 2 de metodologia para mas detalles). Los puntos de ensayo del
perfil vertical se eligieron, para cada muestreo, en funcion de los perfiles fisicos

y quimicos "in situ" adquiridos con la CTD.
Experimentos de asimilaciéon inorganica de carbono “In situ”

La medida de la tasas de asimilacién de carbono inorganico en la Laguna de La
Cruz, se llevé a cabo “in situ” mediante un marcador radioactivo *C para cada
fecha de muestreo. Las profundidades de muestreo se seleccionaron de acuerdo
con las variaciones espaciales, tanto en las propiedades fisicas como quimicas,
con el fin de cubrir la heterogeneidad vertical. Los experimentos fueron
disefiados para diferenciar la asimilacién fotosintética (tanto oxigénica vy
anoxigénica) de la asimilacién del carbono inorganico oscuro. EI montaje
experimental (Camacho y Vicente, 1998) fue el siguiente: viales de 60 ml de
policarbonato (Nunclon ™) se llenaron con el agua obtenida en cada
profundidad. Este agua se distribuyé en botellas claras y oscuras (para la
actividad quimiolitotrofica) y se lavd tres veces durante el llenado para evitar la
contaminacion de oxigeno. La mitad de las botellas transparentes se
suplementaron con 1 ml de DCMU saturado (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilurea) para inhibir la fotosintesis oxigénica y distinguir la fotosintesis
anoxigénica. Una botella de control, que contiene 2% de formalina tamponada,
también se incub6 a cada profundidad. Ademas, en los experimentos llevados a
cabo entre octubre de 2006 y enero de 2007, otras botellas que contenian el
antibiotico cicloheximida se incubaron en algunas profundidades de inhibir la

fotosintesis oxigénica de algas eucariotas (Hamasaki et al., 1999). Esto permite
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discernir la contribucién relativa de picocianobacteria y algas eucariéticas al
total de la fotosintesis oxigénica. Todas las incubaciones se realizaron por
duplicado. Una vez que se prepararon las botellas, se afiadié una solucion de
NaH14CO3z con una actividad especifica de 4uCi ml en cada botella. Las
botellas se mantuvieron en la oscuridad durante todo el proceso de
manipulacién y se comprobd la ausencia de burbujas. Luego, las botellas fueron
suspendidas a la misma profundidad que se recogieron. Las muestras se
incubaron durante 4 horas y luego se fijaron con formaldehido tamponado
(concentracion final 2%) para detener la asimilacion del carbono inorganico. Un
volumen de 10 a 30 ml (dependiendo de las concentraciones de células) de cada
muestra se filtr a través de filtros de policarbonato de 0,2 um (Nuclepore ™).
Los filtros se lavaron dos veces con 1% de HCI (v / v) para eliminar
precipitados **C-carbonato, y finalmente se lavaron con tampén TE (Tris HCI
pH 8.5-EDTA). Después, los filtros se mantuvieron dentro de viales de
centelleo y se secaron durante 24 h. Una vez que los filtros estaban secos, los
viales de centelleo se llenaron con 10 ml de coctel de centelleo (Ultima Gold,
Canberra) para medir la radiactividad usando un contador de centelleo liquido
Beckman LS7800™., Los recuentos de desintegracion obtenidos en los controles
tratados con formalina, se restaron de las muestras incubadas regulares a la
misma profundidad. Se calcul6, entonces, el carbono asimilado, teniendo en
consideracion el carbono inorganico total presente en el agua, que se estima a

partir de las mediciones de pH y alcalinidad (Rodier, 1996).
Calculos integrados por area y andlisis estadistico

La asimilacion de carbono diaria, integrada en funcion del area, fue expresada
como mg C m? dia® (Wetzel, 2001). Para determinar con la mayor precision
posible la importancia de todas las variables expresadas en funcion del area

(m?), biomasa de asimilacién de carbono inorganico. La integracion se hizo con
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una ponderacion adecuada, teniendo en cuenta la hipsografia de la laguna
determinada en el capitulo 3, multiplicando el valor de la variable a una
profundidad dada por el volumen real de agua a esa profundidad. Los valores
obtenidos fueron integrados numéricamente por la regla de Simpson (Auer y
Canale, 1986), para toda la columna de agua, y el valor integrado total se
dividié por la superficie real del lago. La integracion diaria para la produccion
primaria se calculd segin Wetzel (2001). La integracién numérica de los valores
estacionales de asimilacion de carbono inorganico, se realiz6 para estimar los
valores totales anuales de produccion (g C afio) de la fotosintesis oxigénica, la
fotosintesis anoxigénica y la asimilacion oscura. Las correlaciones entre las
distintas variables de estudio se realizaron utilizando el software SPSS (versién
17).

Fluorescencia pulsante

“PhytoFlash” es un sistema de fluorescencia “in situ” variable, que puede ser
utilizada para determinar la eficiencia cuéntica del fitoplancton en ambientes
oligotréficos y mesotroficos. Esta técnica utiliza 3 luces de baja intensidad de
emision de diodos (LED) para monitorizar la fluorescencia minima (Fo) y 6
LEDs de alta intensidad para saturar las células de las poblaciones fotosintéticas
en la camara de muestra y medir la fluorescencia maxima (Fm). Con estos datos
se obtiene la eficiencia fotoquimica del PSII, (yield) o rendimiento fotosintético
(Fm-Fo/Fm). La curva de respuesta del flash saturado se puede ver en el modo
laboratorio. A diferencia de otros instrumentos de fluorescencia variable, el
“PhytoFlash” no proporciona datos de la curva de induccion y no esté disefiado
como un instrumento fisiol6gico para uso en laboratorio. Mas bien, esta
disefiado como un sistema de fluorescencia variable de uso simplificado y

robusto para el uso sumergible y/o de laboratorio.
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7.3. Resultados
Perfiles fisicos y quimicos

A principios de la primavera (muestreo de marzo) ain no se ha formado la
termoclina, aunque comienza a aumentar la concentracién de clorofila-a en

torno al 0,1% del PAR y la oxiclina comienza a subir desde la picnoclina (figura
7.1).
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Figura 7.1. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt
Vaisséla (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en marzo de 2006,
en la Laguna de La Cruz.

No se observan incrementos significativos en la concentracién de ficoeritrina y
ficocianina.
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Figura 7.2. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt
Vaisséla (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en junio de 2006,

en la Laguna de La Cruz.

En el muestreo de verano, junio de 2006, la estratificacion térmica esta
perfectamente establecida, con una fuerte termoclina entre 5y 12 metros (figura
7.2). El méximo de oxigeno se sitla a 6 metros de profundidad y la extincion de
oxigeno a 12 metros. Se observan dos maximos de estabilidad de Brunt Vaisséla
a 5y 18 metros de profundidad. EI maximo profundo de clorofila-a se localiza

en torno a los 12 metros de profundidad acompafiado de méaximos de

focoeritrina y ficocianina.

0 001 002 0.03 0.4 0.05 0.06 0.06 0.08 0.09 0.0001 0.001 0.01 0.1 1

% de Luz (PAR)

10 100

178



Capitulo 7

Conductividad (S cm’”) Octubre 2006 PC(U.A)
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Figura 7.3. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt
Vaisséla (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en octubre de
2006, en la Laguna de La Cruz.

Al final del periodo de estratificacion, en octubre de 2006, se observa el
marcado descenso de la termoclina (figura 7.3), lo que aumenta de manera muy
importante el volumen del epilimnion. La concentracion de oxigeno disuelto y
las frecuencias de Brunt Vaissala disminuyen respecto a periodo estival. El
méaximo de clorofila-a se hace mucho mas acentuado llegando a un valor
maximo de concentracion de 80 pg I Las concentracion de ficoeritrina y

ficocianina también se acentdan en torno al DCM.
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Conductividad (S cm™) Enero 2007 PC (U.A.)
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Figura 7.4. Perfiles verticales de temperatura, conductividad, frecuencia de Brunt
Vaisséla (N2), % de luz (PAR), clorofila-a, ficoeritrina y ficocianina, en enero de 2007,
en la Laguna de La Cruz.

En enero de 2007, tras la mezcla vertical se observa la homogeneizacion de los
diferentes parametros fisicos y quimico (figura 7.4). Desaparece el DCM vy los
maximos de los pigmentos asociados. También se observa un importante
descenso en todo el mixolimnion de la concentracion de oxigeno disuelto.

Asimilacién de carbono inorgénico.

La produccion anual integrada en la columna de agua de la Laguna de La Cruz
durante el ciclo limnolégico 2006-2007, estimada a partir de los muestreos

estacionales llevados a cabo, fue de 183,6 g C m2afio. La mayor parte de esta
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produccion fue debida a procesos dependientes de la luz (92,4%),
particularmente a la fotosintesis oxigénica (89,7%), mientras que la fotosintesis
anoxigénica constituyd Unicamente un 2,7% del total. El 7,6% restante tuvo su
origen en procesos quimiolitotrofos. Si comparamos entre diferentes momentos
del ciclo limnoldgico, obsérvanos que, durante el periodo de mezcla las tasas
diarias fueron de 326,2 mg C m?dia? y 245,3 mg C m? dia, en enero y marzo
respectivamente, incrementando, durante el periodo de estratificacion térmica,
hasta valores de 516,5 mg C m? dia en junio y maximos de 745,2 mg C m? dia-

Len octubre.
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Figura 7.5. Perfiles de areas acumuladas de las tasas de asimilacion de carbono **C (mg
C m?h) de la fotosintesis oxigénica, anoxigénica y fijacion oscura, en la columna de
agua de la Laguna de La Cruz.

181



Capitulo 7

En términos volumétricos, la fotosintesis oxigénica durante la mezcla, limitada
al mixolimnion, mostré maximos sub-superficiales entre los 2 y 4 metros de 5,6
mg C m?3 h' en marzo y 8,4 mg C m3 h? en enero (tabla 7.2). Durante el
periodo de estratificacion, algo mas de la mitad de esta fotosintesis tuvo lugar
en el epilimnion, con valores promedio ligeramente inferiores (4,8 mg C m=2 h-
). No obstante, casi un 40% de la actividad fotosintética durante este periodo se

produjo en el metalimnion, alcanzando valores de 12,9 mg C m=h',

Estas tasas estuvieron asociadas a la presencia de una poblacion de
picocianobacterias ricas en ficoeritrina, ubicadas aproximadamente a 12 m de
profundidad, en la interfase Oxico-anOxica, y expuestas a unos hiveles de
radiacion PAR de entre el 0,1y 1% de la luz incidente en superficie. A pesar de
la reduccion observada en la fotosintesis oxigénica durante la estratificacion
otofial, en el global de la laguna, este maximo profundo de picocianobacterias,
ubicado entonces entre 10 y 11 m de profundidad, aument6 sus tasas
fotosintéticas hasta valores de 42,2 mg C m? h (tabla 7.2), lo que representa

los valores mas elevados medidos durante todo el periodo de estudio.

La inhibicion especifica de la actividad eucariota con cicloheximida mostré que
el 80,5% de esta actividad fotosintética, durante el muestreo de estratificacion
otofial (octubre), era atribuible a estas picocianobacterias, una situacion similar
a la observada durante el muestreo de mezcla (enero). Sin embargo, la
contribucion fue mas equilibrada en la parte inferior del metalimnion, con una
contribucion de hasta el 52% por parte de los eucariotas (tabla 7.1), debido a la

presencia de un maximo profundo de nanoflagelados (Cryptomonas sp.).
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Tabla 7.1. Porcentaje de contribucion del nanofitoplancton eucariota y de las
Pcy respecto a la fotosintesis oxigénica en las diferentes capas de la laguna.

% de contribucion respecto a la fotosintesis oxigénica

Fecha Algas eucariotas Pcy
Octubre 2006 |Epilimnion 19 81
Metalimnion superior 20 80

Metalimnion inferior 52 48

Hipolimnion ---

Enero 2007 [Monimolimnion -
Mixolimnion superior 20 80

Mixolimnion inferior 2 98
Monimolimnion -

La fotosintesis anoxigénica, a pesar de su menor relevancia en la produccién
global del lago, mostrd, no obstante, un claro progreso con el desarrollo de la
estratificacion (figura 7.5). Asi, las tasas mas bajas registradas en enero (1,0 mg
C m? dial) contrastaron marcadamente con los valores maximos observados en
octubre (43,3 mg C m? dia?!), mientras que las mediciones de marzo y junio
representaron valores intermedios de 7,9 y 140 mg C m? dia?
respectivamente. Durante el periodo de mezcla, en torno al 80% de esta
fotosintesis anoxigénica tuvo lugar en el monimolimnion, mientras que una
menor proporcidn se produjo a lo largo de la interfase 6xico-andxica (tabla 7.1).
Esta fraccion situada entre los limites del metalimnion e hipolimnion, justo por
debajo de las tasas méximas de fotosintesis oxigénica, aumentd durante el
periodo de estratificacion, alcanzando en octubre valores de 8,2 mg C m? ht
(tabla 7.2).
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Tabla 7.2. Asimilacién inorganica de carbono integrada para toda la laguna (mg C m?
dial y % del total) de la fotosintesis oxigénica, anoxigénica y asimilacién oscura
(quimiolitotrofia), junto con su contribucién en las diferentes capas de la laguna
(mixolimnion, epilimnion, metalimnion, hipolimnion y monimolimnion).

Toda la laguna

Asimilacion de Carbono Capa Volumen

Fecha mgCm2d? (%) (%) mgCm2d? (%)
Marzo 2006 |Oxigénica 214.9  87.6 Mixolimnion 96.7 214.9 100
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 7.9 3.2 Mixolimnion 1.7 21.6
Monimolimnion 6.2 78.4
Oscura 22.6 9.2 Mixolimnion 2.0 8.9
Monimolimnion 20.6 91.1

Total 245.3
Junio 2006 [Oxigénica 481.7  93.2 Epilimnion 40.2 271.4 56.4
Metalimnion 49.3 190.1 39.5
Hipolimnion 7.2 20.2 4.2
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 14.0 2.7 Epilimnion 0 0.1
Metalimnion 2.8 20.3
Hipolimnion 10.0 71.5
Monimolimnion 1.1 8.1
Oscura 20.8 4.0 Epilimnion 0 0
Metalimnion 5.1 24.3
Hipolimnion 13.5 64.7
Monimolimnion 2.3 11.0

Total 516.5
Octubre 2006 |Oxigénica 553.2  74.2 Epilimnion 69.5 265.7 48.0
Metalimnion 14.4 282.3 51.0
Hipolimnion 13.2 5.3 1.0
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 43.4 5.8 Epilimnion 0.3 0.8
Metalimnion 5.8 13.5
Hipolimnion 36.7 84.6
Monimolimnion 0.5 1.2
Oscura 148.6  19.9 Epilimnion 1.1 0.8
Metalimnion 9.0 6.0
Hipolimnion 108.4 73.0
Monimolimnion 30.1 20.2

Total 745.2
Enero 2007 |Oxigénica 286.0  87.7 Mixolimnion 96.7 286.0 100
Monimolimnion 3.3 0 0
Anoxigénica 1.0 0.3 Mixolimnion 0.2 19.1
Monimolimnion 0.8 80.9
Oscura 39.3  12.0 Mixolimnion 3.7 9.5
Monimolimnion 35.5 90.5

Total 326.2

Las tasas de asimilacion de carbono por quimiolitotrofia en la columna de agua
fueron bajas durante el periodo de mezcla y particularmente al inicio de la

estratificacion (tabla 7.2); con valores integrados de toda la columna de agua
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oscilando entre 20,8 y 39,3 mg C m dia, pero localizandose, principalmente
(~90%), en el monimolimnion anodxico. Estas tasas aumentaron durante el
periodo de estratificacion otofial, alcanzando valores de 148,6 mg C m? dia?, e

incrementando (~30%), a su vez, su presencia en el metalimnion microaerofilo.
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Figura 7.6 A) biomasa total (J m?2 C) y % la contribucion a la biomasa (con

ponderacién por volumen) para la columna de agua integrada, nanofitoplancton,
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picoplancton procariota autétrofo (Pcy) picoplancton eucaridtico autétrofo (Ape),
bacteria purpura del azufre (PSB), bacterias verdes de azufre (GSB) y bacterias no
fotosintéticas (NPB) en el lago de la Cruz. B) asimilacién de carbono inorganico total
(en la totalidad del lago, ponderado por el volumen asimilacion real, mg C m2 d?) a
través de la columna de agua, integrando la fotosintesis oxigénica, la fotosintesis
anoxigénica y la asimilacién de carbono inorganico oscuro (quimiolitotrofia) en la
Laguna de La Cruz.

Tasas de produccién especifica y ratios P/B

Las tasas fotosintéticas normalizadas por unidad de pigmento y la relacion
produccién/biomasa (P/B), variaron estacionalmente a lo largo de la columna de
agua (figura 7.7). Las tasas mas elevadas de fotosintesis oxigénica se midieron
en superficie durante la estratificacion térmica, con valores de 4,6 y 8,0 mg C
(mg clorofila-a) * h'ten junio y octubre respectivamente. Se detectd también, en
junio, un maximo relativo metalimnético, a 12 m de profundidad, de
aproximadamente 1 mg C (mg clorofila-a) * h’, asociado a la poblacién de
picocianobacterias. La relacién P/B, en el caso de la fotosintesis oxigénica, fue
maxima en enero (0,4 d') a 2 m de profundidad, mostrando un ligero descenso
tanto en magnitud (~0,3 d*), como en profundidad al inicio de la estratificacion.
Esta situacion contrasto con lo observado en el periodo avanzado de
estratificacion (octubre), cuando los valores epilimnéticos del ratio estuvieron
en torno a 1 d*, mientras que los valores maximos durante este periodo (~2 d)
se localizaron entre los 10 y 12 m de profundidad, coincidiendo también con la

presencia de la poblacion de picocianobacterias antes mencionada.
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Produccién primaria especifica
de clorofila-a
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Figura 7.7. Produccion especifica de Clorofila-a y de Bacterioclorofila (nimeros de
asimilacidn) en relacion con el “ratio P/B* oxigénico y anoxigénico en el perfil vertical

de la Laguna de La Cruz.

Por lo que respecta a la fotosintesis anoxigénica, las tasas durante el periodo de

mezcla no superaron los valores de 1,2 mg C (mg Bacterioclorofila)® h*, con
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tasas maximas produciéndose en torno a la picnoclina. Por otra parte, al inicio
de la estratificacion fue posible distinguir la aparicion de un pico localizado en
la interfase 6xico-andxica, con una tasa de 3,5 mg C (mg bacterioclorofila)™* h,
y otro levemente mas profundo, de 2 mg C (mg bacterioclorofila)* h?. Los
ratios P/B durante el periodo de mezcla variaron, en este caso, entre 0,3y 0,4 d’
1 con valores maximos en la picnoclina, en correspondencia con las tasas
anteriormente mencionadas. Por otra parte, siguiendo también el mismo patrén,
durante el progreso de la estratificacion térmica, estos ratios se hicieron
maximos, 0,6-1,0 d? y 0,9-1,1 d! en junio y octubre, respectivamente,
manteniendo su localizacion en el limite de la zona fotica de la columna de

agua.

Correlaciones entre las tasas de fijacion y pardmetros poblacionales

de la comunidad microbiana

Los coeficientes de correlacion de Pearson, asi como su significancia
estadistica, obtenidos entre las tasas de asimilacion de carbono y distintos
parametros poblacionales de la comunidad microbiana se muestran en la tabla
7.3. Las Unicas variables que mostraron una correlacion significativa con las
tasas de fotosintesis oxigénica, al agrupar todos los muestreos en el analisis,
fueron la clorofila-a, asi como las poblaciones de nano y picofitoplancton. Sin
embargo, en marzo y junio, las tasas de fotosintesis oxigénica se
correlacionaron positivamente s6lo con la biomasa del picoplancton autotrofo,
pero no, en cambio, con la concentracion de la clorofila-a o con el resto de
poblaciones fotosintéticas. Por el contario, durante el muestreo de octubre, si
fue posible observar una correlacion significativa, no s6lo con la biomasa de
picoplancton autétrofo, sino también con las concentraciones de clorofila-a y
ficoeritrina. Por su parte, ni las tasas de fotosintesis anoxigénica o

quimiolitotréficas se correlacionaron significativamente con la biomasa de
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ninguno de los grupos de bacterias del azufre, ni con el bacterioplancton no
fotosintético. Si fue posible, no obstante, observar una correlacion positiva leve,
aungue no significativa, entre las bacterias verdes del azufre y la asimilacion
oscura de carbono durante este periodo. Por el contario, en enero, tanto las
bacterias purpura como las verdes del azufre se correlacionaron de forma
significativa con tasas de asimilacion oscura de carbono pero no, en cambio,

con las de fotosintesis anoxigénica.

Tabla 7.3. Correlaciones estadisticas (valores de significancia y Pearson) que se
encuentran entre la diferente asimilacién de carbono inorgéanico (fotosintesis oxigénica,
anoxigénica y asimilacién oscura) frente a la concentracion de la clorofila-a,
nanofitoplancton eucariota, picocianobacterias (Pcy) del picoplancton eucariético
(Ape), bacterias parpuras de azufre (PSB) y bacterias verdes del azufre (GSB) en la
Laguna de La Cruz, tanto estacionalmente como para todas las muestras.

Fecha Asimilacion de carbono Clorofila-a  Nanofito Pcy PE PSB GSB
Marzo 2006 (Oxigénica Pearson 0.004 0.602 0,882** 0.374
p-valor 0.992 0.114 0.004 0.362
Anoxigénica  Pearson 0.488
p-valor 0.326
Oscura Pearson 0.447 0.777
p-valor 0.374 0.069
Junio 2006 |Oxigénica Pearson 0.730 -0.695 0,835* 0.515
p-valor 0.100 0.126 0.039 0.296
Anoxigénica  Pearson 0.602 0.340
p-valor 0.206 0.510
Oscura Pearson 0.609
p-valor 0.199
Octubre 2006 |Oxigénica Pearson 0,980** 0.537 0,940** 0,897**
p-valor 0.000 0.170 0.001 0.003
Anoxigénica  Pearson 0.462 -0.503
p-valor 0.296 0.25
Oscura Pearson -0.12 -0.15
p-valor 0.797 0.749
Enero 2007 |Oxigénica Pearson -0.781 -0.351 -0.839 0.426
p-valor 0.219 0.649 0.161 0.574
Anoxigénica  Pearson -0.018 0.005
p-valor 0.974 0.993
Oscura Pearson 0,915* 0,912*
p-valor 0.011 0.011
Total Oxigénica Pearson 0.851** 0.544** 0.694** 0.046
p-valor 0.000 0.001 0.000 0.184
Anoxigénica  Pearson 0.055 -0.033
p-valor 0.105 0.909
Oscura Pearson -0.023 -0.008
p-valor 0.584 0.401

**_Correlacion es significativa al 0.01 (2-colas).
*. Correlacion es significativa al 0.05 (2-colas).

189



Capitulo 7

Fluorescencia activa

Los datos obtenidos por fluorescencia activa del rendimiento fotosintético en la

columna de agua, muestran valores bajos en el epilimnion, que aumentan a

niveles de alta eficiencia (entre 0-4 y 0,6) en el metalimnion. En el hipolimnion
los valores descienden por debajo de 0,2 (figura 7.8).
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Figura 7.8. Perfiles verticales de diferentes parametros fisicos y quimicos, en octubre
de 2006, en la Laguna de La Cruz

Respecto a los datos de asimilacién inorganica de carbono *C, los datos de

rendimiento fotosintético muestran que, donde se observa el méximo de

asimilaciéon DCM, también se localiza el maximo rendimiento fotosintético. Sin
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embargo, este rendimiento se mantiene alto en todo el metalimnion, indicando
la capacidad de las poblaciones metalimnéticas para tener un alto rendimiento
fotosintético.

7.4. Discusién

Desde los primeros estudios relacionados con los ecosistemas acuaticos, la
produccién primaria es uno de los temas mas discutidos en limnologia y
oceanografia (Hutchinson, 1967, Wetzel, 2001). Histéricamente, el concepto de
la produccién primaria se ha relacionado particularmente con la fotosintesis v,
con exclusividad, a la fotosintesis oxigénica. No obstante, la asimilacion
autotrofa de carbono no se limita a fotoautotrofos oxigénicos, sino que incluye
también a los fotoautotrofos anoxigénicos y quimiolitotrofos. La relevancia de
estos metabolismos alternativos en el ciclo biogeoquimico del carbono de los
lagos, asi como la importancia relativa de los procariotas en dichos procesos,

merece ser evaluada con mayor precision.

La Laguna de La Cruz representa un modelo adecuado en este sentido, en
nuestro estudio observamos una notable dindmica en estos diferentes
metabolismos autotrofos, tanto temporal como espacial. Estas variaciones
responden, principalmente, a la distribucién de las biomasas de las distintas
poblaciones de microorganismos, la intensidad y caracteristicas espectrales de
la luz que reciben, y a la disponibilidad de donadores de electrones. En este
sentido, existen estudios que muestran la relacion positiva existente entre la
presencia de microhéabitats en la columna de agua y las tasas de fijacion de
carbono (Dokulil y Kaiblinger, 2009), lo que podria explicar, por ejemplo, las
menores tasas observadas en el medio maritimo. La presencia de diversidad de
microhébitats en la columna de agua parece ser una caracteristica intrinseca

también de la Laguna de La Cruz.
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Nuestra estimacion de la produccion anual del lago, en buena parte originada de
la fotosintesis oxigénica, y que durante el ciclo estudiado se sitta en torno a 184
g C m? afio, est4 obtenida a partir de las mediciones realizadas Unicamente en
la columna de agua, aunque constituyen, no obstante, una buena aproximacion
produccion total debido al hecho de que la morfologia del lago impide que la
contribucion del bentos sea importante. Estas estimaciones se encuentran dentro
del rango observado en lagos mesotréficos (de 100-300 g C m? afio?) de
acuerdo con la clasificacion de la Wetzel (2001), y estan dentro de los rangos
esperados para lagos de zonas templadas (Field et al., 1998; Dokulil y
Kaiblinger, 2009). Incluso considerando la variabilidad estacional observada en
nuestro estudio, con tasas de asimilacién de carbono que oscilan entre 214 y 745
mg m2 d?, siendo mas elevadas durante el periodo de estratificacion, estos
valores seguirian estando dentro del rango establecido para sistemas
mesotroficos, definido entre 250 y 1.000 mg m=2 d* (Dokulil y Kaiblinger,
2009), y a su vez estarian notablemente alejados de los valores considerados
para sistemas hipertréficos (10.000 mg m d*; Falkowsky y Raven, 2007). No
obstante, es cierto que el lago se encuentra algo mas proximo al limite de la
oligotrofia (100 mg m? d?) en el periodo de mezcla, aunque existen distintas

circunstancias que alejan a la laguna de este estado tréfico.

Tanto el fitoplancton eucariota como las picocianobacterias participan de la
actividad fotosintética observada. Sin embargo, nuestros resultados muestran
como la contribucion de las ultimas puede llegar a ser muy importante cuando
se dan determinadas condiciones en la zona fética, hecho observado también en
otros lagos estratificados de caracteristicas similares a La Cruz (Padisék et al.,
1997; Dokulil y Teubner, 2000). Esta dominancia del picoplancton procariota
en la produccion de la laguna, y que nosotros observamos durante determinados
periodos, responderia en parte, a la mayor eficiencia que presentan en la

absorcion de nutrientes, debido a su mayor relacion superficie/volumen celular
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(Stockner, 1988; Camacho et al., 2003b; Callieri, 2008) pero que solo resulta
una ventaja competitiva cuando las concentraciones de nutrientes resultan
limitantes para el desarrollo del plancton, circunstancia que en La Cruz se da de

forma mas severa conforme avanza el periodo de estratificacion.

La asimilacion diaria de carbono inorgénico por fotosintesis oxigénica, se sitla
en un rango estrecho (215-286 mg C m d*) en aguas no estratificadas como el
mixolimnion en periodo de mezcla y el epilimnion durante la estratificacion. En
contraste, en el metalimnion se observa un aumento de la asimilacion de
carbono inorganico en paralelo con el establecimiento y desarrollo del méximo
profundo de clorofila-a (DCM), coincidiendo con el desarrollo y los maximos
de abundancia de las Pcy. En la estratificacion temprana, verano, el
metalimnion representa el 50% del volumen del lago con una asimilacion de
carbono inorganico por fotosintesis oxigénica de 190 mg C m2 d*, mientras que
a finales de la estratificacion, otofio, el metalimnion representa el 14% del

volumen total con una tasa de asimilacién de 282 mg C m2d™.

En términos de abundancia y a lo largo de todo el ciclo limnolégico, Pcy es el
grupo dominante del fitoplancton en la Laguna de La Cruz, (ver capitulo 4). Sin
embargo, en términos de biomasa el nanofitoplancton eucariota puede alcanzar
valores similares a los de Pcy, mientras que el picoplancton eucariético
autétrofos (Ape) siempre se mantiene en densidades muy bajas. Los valores de
asimilacion encontrados a en las profundidades del maximo de profundo de
clorofila-a son altas. Las poblaciones presentes en el DCM tienen una alta
eficiencia en la captaciéon de luz, y se localizan a profundidades donde llega
entre el 1y el 0,1 % de luz (PAR). Esto indica que la zona fética de los lagos
estratificados deberia ampliarse respecto a la definicion més aceptada que la
sita por encima del 1% de la superficie PAR (Kirk, 2011). El volumen de agua
comprendido entre el 1% y 0,1% de PAR muestra una contribucion total a la

fotosintesis oxigénica que aumenta a medida que se desarrolla la estratificacion,
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un 0,1% en enero, un 4,6% en marzo, un 11,2% en junio y un 20,4% en octubre.
En sistemas estratificados, las poblaciones adaptadas a bajas intensidades de
luz, no solo tienen una importante contribucion a la biomasa total de
organismos fotosintéticos, sino que ademas tienen una importante contribucion
a la producciéon primaria del ecosistema. La calidad de la luz en estas
profundidades es, ademas, un factor de seleccién en el proceso de exclusion
competitiva de microorganismos fotosintéticos (Stomp et al., 2007); el rango
espectral de la luz puede determinar la composicién de las especies en la

columna de agua y especialmente en el DCM (Vila et al., 1998).

La produccién primaria especifica presenta diferencias importantes en funcion
de los diferentes grupos taxondmicos implicados, y en relacion periodo
estudiado, mostrando las cianobacterias valores mas altos respecto a otros
grupos (YYacobi y Zohary, 2010). Las ficobilinas juegan un papel muy
importante en la recoleccién de la luz de baja intensidad, siendo ademas una
buena forma de reserva de nitrégeno, por eso Pcy tiene, en general, un
contenido especifico de clorofila menor en comparacién con otros grupos de
nanofitoplancton. El incremento de la produccion primaria especifica, para
poblaciones similares, implica un aumento en la eficiencia de esas poblaciones.
El aumento de la produccion primaria especifica y los cocientes P/B en el DCM
de la Laguna de La Cruz a medida que avanza la estratificacion indica un
aumento en la eficiencia de este grupo, Callieri et al., (2004) indica que bajo
condiciones de depredacion intensa se estimula la tasa de division y la actividad

fotosintética.

Los datos obtenidos con el fluorimento activo PhytoFlash, indican un alto
rendimiento fotosintético en el méximo profundo de clorofila-a que se extiende
a todo el metalimnion. Este tipo de metodologia, pues solo es capaz de medir la
fotosintesis oxigénica, y no la anoxigénica, ni oscura. Este modelo de

fluorimetro, al ser del tipo MT, presenta problemas para calcular con precision
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el valor de parametros como el “functional absorption cross-section”, necesario
para la correcta estimacion de la produccion primaria. En cianobacterias es
menor la cantidad de centros de reaccion funcionales, ya que poseen una
alternativa para la reduccion de la plastoquinona, los ficobilisomas, variando
ademas la importancia de ésta entre especies. Esto hace que en comunidades
que tienen poblaciones con abundancias significativas, tanto de cianobacterias
como de algas, el valor del rendimiento fotosintético sea confuso y dificil de
interpretar. Por lo tanto, en sistemas con cianobacterias, los datos obtenidos con
el modelo de led azul no tienen interpretaciones directas, es preciso
complementar estos estudios, con datos mas especificos y ensayos de

laboratorio, para obtener resultados concluyentes.

Respecto a los valores anuales de asimilacion de carbono por fotosintesis
anoxigeénica, se observa una contribucién relativamente baja, de un 2,8% (59 C
m afio?). La fotosintesis anoxigénica se debe exclusivamente a la actividad de
las bacterias fotosintéticas. En los lagos estudiados con bacterias fotosintéticas
del azufre la fotosintesis anoxigénica contribuye de promedio con el 29% de la
produccion primaria total, llegando a valores maximos de 83%, como, por
ejemplo, en el lago Mahoney (Overmann, 2008). Sin embargo, en lagos
pequefios, con la correccion hipsografica, esta contribucion disminuye
significativamente a valores entre 4-18 % (Steenbergen, 1982). En la Laguna de
La Cruz coexisten principalmente Lamprocystis purpurea, que es una bacteria
purpura del azufre y Chlorobium clathratofirme, que es un bacteria verde del
azufre, con poblaciones estables desde los primeros datos publicados de la
laguna (Vicente y Miracle, 1988; Rodrigo et al., 2000). Los bajos valores de
fijacion por fotosintesis anoxigénica, encontrados en esta laguna, estan
asociados a la limitacion por luz, al desarrollarse justo bajo el DCM, y
principalmente, a que la Laguna de la Cruz es un lago con poca concentracion

de sulfhidrico en sus aguas, que es esencial para este tipo de fotosintesis.
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Los valores anuales de asimilacion de carbono inorganico por quimiolitotrofia
suponen un 7,5% (14 g C m? afio?). La quimiolitotrofia es un metabolismo
exclusivo de procariotas (Kelly y Wood, 2006). En general, en los sistemas
acuaticos se produce principalmente en la interfase dxico-andxica o en las aguas
totalmente andxicas (hipolimnion y monimolimnion) donde se pueden utilizar
donantes de electrones diferentes del de H,O (Camacho et al., 2001; Garcia-
Cantizano et al., 2005; Casamayor et al., 2008; Enrich-Prast et al., 2009). La
estratificacion térmica y la presencia de sulfhidrico estimulan la asimilacion de
carbono por quimiolitotrofia (Enrich-Prast et al., 2009). Sin embargo, no se
conoce muy bien gue ocurre con este tipo de procesos quimiolitotroficos cuando
la presencia de sulfhidrico esta limitada. En la Laguna de La Cruz, las tasas de
asimilacion por guimiolitotrofia en la interfase 6xico-andxica son ligeramente
superiores a las observadas de promedio en el mixolimnion. Sin embargo, estas
actividades en la interfase Oxico-anoxica representan menos del 10% de la
actividad total en la laguna. La mayor parte de la actividad quimiolitotrofa se
produce, principalmente, en el hipolimnion af6tico y en el monimolimnion,
siendo estas tasas relativamente bajas en comparacion con las de otros lagos
estratificados karsticos ricos en sulfhidrico situados en el noreste de Espafia
(Casamayor et al. 2012). Por otro lado, Casamayor et al., (2008) demostraron
que las bacterias parpuras del azufre son capaces de incorporar activamente
carbono inorganico durante incubaciones en oscuridad, principalmente, después
de estar expuestas a la luz. Del mismo modo, nuestros resultados (tabla 7.3)
indican una posible relacién entre las bacterias parpuras y verdes del azufre con
la fijacion de carbono inorgdnico por quimiolitotrofia, mostrando una
correlacion significativa (p-valor = 0,011) entre la asimilacion oscura
inorganico de carbono y la abundancia de PSB y GSB en el perfil vertical del
periodo de mezcla (enero de 2007). Por otro lado, la quimiolitotrofia

dependiente del amonio y/o el hierro podria ser importante en este tipo de lagos
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(Walter et al., 2014), favorecido por la meromixis, actuando el monimolimnion
como refugio para este tipo de bacterias anaerobias en los periodos de mezcla.
Las bacterias heterGtrofas  pueden  realizar una  incorporacion
quimiolitoautotréfica de carbono inorgdnico a través de reacciones de
carboxilacion, lo que podria sobreestimar las tasas reales de asimilacion. Estas
reacciones de carboxilacion deberian ser mas importante en el monimolimnion,
donde se producen mayores densidades bacterianas y concentraciones de
materia organica. Sin embargo, esto se ha demostrado que tienen una menor
importancia en los ecosistemas acuaticos con entradas de materia organica
relativamente bajas (Zopfi et al., 2001; Labrenz et al., 2005), lo que podria ser
el caso la Laguna de La Cruz. En Gltima instancia, nuestros resultados ponen de
relieve la importancia que la quimiolitotrofia tiene en aguas profundas y
anoxicas (hipolimnion y molimonimnion) en sistemas acuaticos pobres en

sulfhidrico.

En resumen, en la Laguna de La Cruz, la asimilacién de carbono inorganico esta
asociada a diferentes metabolismos y microorganismos. De este estudio subyace
el papel tan relevante que los procariotas tienen en el ciclo del carbono de esta
laguna, siendo esta fraccion la que mas contribuye como base a la red trofica
plancténica. Esto implica, por ejemplo, que para el fitoplancton la sucesién de
especies y los patrones de produccién primaria no se parecen a los ciclos
anuales observados normalmente en lagos templados (Reynolds, 1984). En la
Laguna de La Cruz, las poblaciones microbianas se distribuyen en la columna
de agua a lo largo de diferentes gradientes fisicos y quimicos que también
regulan los cambios temporales observados en la comunidad. Las
Picocianobacterias son las principales responsables de la fotosintesis en las
capas féticas del lago, mientras que tanto bacterias fotosintéticas anaerobias y
como quimiolitoautdtrofos representan hasta el 10% del carbono inorganico

total asimilado anualmente en la laguna.
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8.1. Introduccién

Existen multiples factores que influyen en el desarrollo, abundancia y dinamica
de las diferentes poblaciones de microorganismos que viven en ecosistemas
acudticos. En este capitulo se pretende determinar la relevancia de los nutrientes
inorgénicos (fosforo y nitrégeno), la depredacion y la luz, en el control de las
poblaciones de las picocianobacterias presentes en el perfil vertical de la
Laguna de La Cruz. El flujo relativo de nitrégeno y fosforo, en sistemas
acudticos, depende de las entradas de nutrientes, la geologia de la cuenca, las
aportaciones atmosféricas y la fijacion “in situ” de nitrégeno. El fésforo es,
generalmente, el principal nutriente limitante, en el desarrollo de
microrganismos acuaticos, en los lagos del hemisferio norte templado
(Schindler, 1977; Hecky y Kilham, 1988); mientras que la limitacion por
nitrégeno es mas comun en los lagos tropicales y subtropicales (Wurtsbaugh et
al., 1985; Pollingher et al., 1988), que son, generalmente, menos afectados por
factores como la deposicion atmosférica de nitrogeno (Galloway, 1998).
Ademas, la co-limitacion de diferentes factores, principalmente nutrientes,
también ha sido ampliamente revisada y tiene que tenerse en cuenta (Harpole et
al., 2011; Marleau et al., 2015; Raven 2015).

Las picocianobacterias (Pcy) son depredadas por diferentes niveles tréficos:
nanoflagelados, ciliados, rotiferos y crustaceos (Jurgens et al., 1999; Pernthaler,
2005). Sin embargo, existen estudios contradictorios de hasta qué punto esta
depredacion es capaz de controlar la abundancia y dindmica de las poblaciones
de Pcy (Callieri et al., 2012). Sherr et al., (1991) estimaron que, en el Lago
Kinneret, las poblaciones de ciliados no podrian vivir Unicamente de la
depredacion sobre Pcy. Sin embargo, Simek et al., (1995) muestran que,
algunas de las especies comunes de ciliados de agua dulce, pueden sobrevivir

Unicamente en una dieta de Pcy. De hecho se estima que, en un balance anual,
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entre el 83% y el 97% del carbono producido por Pcy es absorbido por
protozoos y se canaliza al metazooplancton (Callieri et al., 1999).

Los nanoflagelados heterotroficos y mixotroficos y los pequefios ciliados son
importantes consumidores de de Pcy (Stockner y Antia, 1986; Bird y Kalff,
1987; Weisse, 1990; Simek et al., 1995; Sanders et al., 2000). Entre los ciliados,
diferentes oligotrichia y algunos scuticociliates, que a veces estan en el limite
entre el nano y microplancton (<30 mm), puede ser importantes consumidores
de Pcy (Simek et al., 1995; Callieri et al., 1999). A pesar de la importancia de la
depredacion por ciliados, en algunos sistemas, se establece que nanoflagelados,
tanto heterdtrofos y mixotroficos, son responsables de 90% de la depredacion
sobre Pcy y bacterias heterdtrofas; mientras que los ciliados representan solo el
10% de esta depredacion (Pernthaler, 1996).

Con el fin de entender mejor los factores que controlan la produccién en estos
ecosistemas acuaticos es necesario el estudio experimental, y poder asi
determinar la interaccion de factores bidticos y abioticos en la abundancia,
diversidad y dinamica de las poblaciones de microorganismos acuaticos. Los
ecOlogos se sienten, a menudo, atraidos por la experimentacion con
mMicrocosmos 0 Mesocosmos por razones totalmente practicas. Con numerosas
ventajas que pueden resumirse en el pequefio tamafio, y el control de los
factores que se pretende estudiar (Mehner et al., 2002). Por definicién son
pequefios habitats que permiten una alta replicacion de los experimentos,
obteniendo asi, suficientes estudios observacionales para eliminar efectos de

covarianza estadistica.

Se puede argumentar que las mismas caracteristicas que hacen mesocosmos y
microcosmos manejables y reproducibles, como su pequefio tamafio y los

limites experimentales discretos, también los hacen artificiales, y por lo tanto,
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esto podria limitar la capacidad de generalizar a otros sistemas, en particular los
sistemas mas grandes, o en nuestro caso toda la laguna (Nogueira et al., 2014).
Por ejemplo, se podria argumentar que el pequefio tamafio de los microcosmos
y mesocosmos podria hacerlos particularmente propensos o sensibles a las
perturbaciones. Los organismos a menudo no pueden huir de estas
perturbaciones a causa de los limites discretos. En este sentido, la mayoria las
poblaciones estudiadas en microcosmos y mesocosmos suelen tener tiempos de
generacidn cortos. Una vez que la dispersion y las perturbaciones se escalan en
funcidn del tiempo de generacion, puede haber poca diferencia en la frecuencia
0 intensidad de esa perturbacion entre el microcosmos, 0 mMesocosmos Y
cualquier otro sistema, incluyendo los sistemas mas grandes, como toda la

laguna (Petersen et al., 2003).
8.2. Material y métodos especificos

Bioensayo general (nutrientes depredacion)

En junio de 2006, se realizd un bioensayo (figura 8.1) “in situ” para determinar
la importancia de los nutrientes y la depredacion en las comunidades de
microorganismos de la laguna, en diferentes profundidades del perfil vertical,

especialmente, en la abundancia de picocianobacterias.

Se seleccionaron tres profundidades, 6 y 10 y 12 metros, en funcién de los
perfiles fisicos y quimicos, y de la distribucion de los pigmentos fotosintéticos
en la laguna. Para cada profundidad se ensayaron dos niveles de nutrientes,
fésforo (ortofosfato soluble) y nitrégeno (nitrato aménico), con un total de 4
tratamientos: control, N (s6lo nitrégeno), P (s6lo fosforo) y NP (con adicion
tanto de fosforo como de nitrdgeno), por triplicado, en total 12 mesocosmos de

5 litros por profundidad.
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Agua sin filtrar Sin zooplancton de gran tamaino Sin Zooplancton
Filtrado por 30 um Filtrado por 10 um

en membrana de dialisis dentro en membrana de dialisis dentro
del mesocosmos del mesocosmos

Control N NI Control N b Control N
Adicién Adicion J \ Adicion

Aguade 6, 10y 12 metros de profundidad
6 dias de incubacion (3 replicas)

con zooplancton en mesocosmos
de 5 litros

N

Control : Sin adiciones

Nitrogeno: Amonio y Nitrato 80 WM-N

Laguna de La Cruz

18 muestras de tiempo inicial
72 muestras de tiempo final

Figura 8.1. Esquema metodolégico del bioensayo realizado en junio de 2006, en la
Laguna de La Cruz.

En cada uno de los mesocosmos control y NP se introdujeron 2 bolsas de
didlisis (servapor® 29 mm ref44146.04) de 260 ml, con agua de la misma
profundidad, una filtrada por 30 um para retirar el zooplancton de gran tamafio
y otra filtrada por 10 um para retirar todo el zooplancton; esto deja un total de
72 tratamientos. Se recogieron diferentes muestras de tiempo cero, tanto para el

agua filtrada como para el agua sin filtrar, de cada profundidad.
Perfil de produccién bacteriana

A lo largo del cuarto dia de incubacion del bioensayo general, se realizo el
perfil vertical de produccién bacteriana con *H-Timidina. La metodologia,
basada en Wetzel y Likens (2000), se puede resumir en la recogida de 60 ml de
agua (por triplicado) de cada profundidad (seleccionada del perfil) en viales,
mas una muestra control fijada con formaldehido al 1% de concentracién final.

Se afiade 200ul de 3H-Timidina, de molaridad conocida, incluidos los controles
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fijados con formaldehido. Los viales se incuban, aproximadamente, una hora a
su profundidad. Tras la incubacion, todos los viales (excepto los ya fijados) se
fijan con formaldehido al 1% de concentracion final. Ya en el laboratorio, se
sigue el protocolo de Wetzel y Likens (2000) sin modificaciones relevantes.

Produccion primaria y bacteriana del interior de los mesocosmos

El dia 5 de incubacion del bioensayo general, se realizé la produccion primaria
y bacteriana de una réplica de los diferentes tratamientos de cada profundidad.
La metodologia para determinar la produccion primaria se detalla en el capitulo
7. La metodologia para el célculo de la produccién bacteriana se encuentra

detallada en la seccion anterior.

Bioensayo potencial (luz, nutrientes)

En paralelo al bioensayo general, se realiz6 un ensayo potencial para determinar
el efecto de la luz, en combinacion con la adicidon de nutrientes, sobre las
poblaciones de Pcy. Este ensayo se realiza sin replicados por motivos logisticos,
por lo que los resultados tienen un valor estadistico limitado. Sin embargo,
puede ofrecer pistas muy relevantes para una mayor comprension de los

resultados obtenidos en el bioensayo general.

De cada una de las tres profundidades en las que se realizé el bioensayo general
(6, 10 y 12 metros) se obtuvieron 10 mesocosmos: 5 de control y 5 con adicion
de N y P en las mismas concentraciones que en el bioensayo general. De cada
profundidad y mesocosmos, un control y otro NP se incubaron a 5
profundidades diferentes. Estas profundidades cubrian un amplio rango de
intensidades de luz: a 0,5 metros el 75% del PAR, a 4 metros el 50 % del PAR,
a 6 metros el 10 % del PAR, a 10 metros el 1% del PAR y a 12 metros el 0,1%
del PAR. El periodo de incubacion fue de 6 dias.
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Ensayo de asimilacion de fosforo soluble

Para determinar la tasa de asimilacion de fdsforo soluble, a las diferentes
profundidades de los bioensayos realizados, se realizd en el laboratorio un
experimento de asimilacién. El agua de los mesocosmos (5 litros) de las
diferentes profundidades (0,5, 4, 6, 9, 10 y 12 metros) fue fertilizada con 30 uM
de ortofosfato soluble e incubadas en camaras bioclimaticas, a las temperaturas
aproximadas de la profundidad a la que se encontraba en la laguna, con un
fotoperiodo 14/10, dia y noche, respectivamente. En paralelo, también se realizé
un ensayo de precipitacion quimica, con agua de las mismas profundidades en
matraces Erlenmeyer de 250 ml, filtrada por filtros de fibra de vidrio (GF/F).
Las incubaciones fueron de 6 dias, aunque el primer dia se tomaron sub-
muestras para el analisis de fosforo, cada media hora, hasta la saturacion de la

curva de asimilacion.

8.3. Resultados

A continuacién se detallan los resultados obtenidos del bioensayo general,
realizado en junio de 2006, para determinar la relevancia de los nutrientes y la
depredacion en el control de las poblaciones de picoplancton, en el perfil
vertical de la laguna; el bioensayo potencial para determinar la importancia de
la luz en funcion de la disponibilidad de nutrientes y el ensayo de laboratorio
para determinar las tasas de asimilacion de fésforo en el perfil vertical de la

laguna.
Bioensayo Junio 2006

La seleccion de las profundidades de ensayo se realizéd en funcién del perfil

vertical (figura 8.2).
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Figura 8.2. Perfiles verticales de: (A) temperatura, oxigeno disuelto, conductividad,
frecuencia de Brunt Vaisséld, y (B) clorofila-a, ficoeritrina, ficocianina y % de luz

incidente en la Laguna de La Cruz, en junio de 2006, en relacién a las profundidades de

incubacion.

La primera incubacion del bioensayo general (epilimnion) fue realizada con
agua de 6 metros e incubada, a esta profundidad, en el inicio de la termoclina y

en el maximo de concentracion de oxigeno disuelto, con una temperatura de

20°C y donde recibe el 10% del PAR incidente.

La segunda incubacion del bioensayo general fue realizada a 10 metros de
profundidad (metalimnion superior), en la parte inferior de la termoclinay a una

temperatura de 7°C, donde recibe el 1% del PAR incidente en superficie y
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presentando las tasas minimas, tanto de fotosintesis oxigénica como de

produccion bacteriana.

La tercera incubacion del bioensayo general fue realizada a 12 metros de
profundidad (hipolimnion superior), en el fondo de la termoclina y a 5°C, es
donde se localizan el méaximo profundo de clorofila-a y ficoeritrina, el méximo
de fotosintesis oxigénica y el maximo profundo de produccién bacteriana
(acoplado al méaximo profundo de clorofila-a), siendo ademas la profundidad a

la que llega, aproximadamente, el 0,1% del PAR incidente.

El fésforo soluble se agota en todos los tratamientos adicionados, sélo se
observan diferencias significativas, en la concentracion final, a 6 metros de
profundidad, estableciéndose 3 grupos: los controles, los tratamientos con
zooplancton, y los tratamientos filtrados, por 10 y 30 pum, con adicion de
nutrientes (figura 8.3). La concentracion de amonio a tiempo final del
experimento so6lo muestra que Unicamente ha habido asimilacion de este
nutriente, significativamente, en los tres tratamientos NP, a 6 metros de
profundidad, y en el tratamiento N, a 10 y 12 metros de profundidad (figura
8.4). No se ha observado asimilacion de nitrato, en ningun tratamiento, para

ninguna profundidad (figura 8.5).

Tanto la abundancia absoluta (figura 8.6) de Pcy como la variacién de
abundancia respecto al tiempo inicial (figura 8.7), muestran que, a 6 metros de
profundidad, los tratamientos NP10, NP30 y P30 aumentan, significativamente,
su abundancia. A 10 metros de profundidad, son los tratamientos control
filtrados, C10 y C30, los que aumentan su abundancia de manera significativa.
A 12 metros de profundidad, todos los tratamientos filtrados muestran aumentos

significativos de abundancia. Respecto a la abundancia de bacterias no
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fotosintéticas ‘“NPB” (figura 8.8), los Unicos aumentos de abundancia
significativos se producen a 6 metros (C10 y C30) y a 10 metros (NP30).

El perfil vertical de produccion bacteriana (figura 8.9A) muestra un maximo
epilimnético de produccién a 4 m de profundidad y un méximo profundo a 11,6
m, acoplado al ma&ximo de produccion primaria observado a 12 m. La
fotosintesis oxigénica, en los diferentes tratamientos del ensayo para las
profundidades seleccionadas (figura 8.9B), muestra (salvo a 6 m) poco efecto
por nutrientes, observandose los valores maximos en los tratamientos sin

zooplancton.

La produccién bacteriana, estimada como incorporacion de *H-Timidina, en los
diferentes tratamientos del ensayo para las profundidades seleccionadas (figura
8.9C), se muestra muy acoplada a la fotosintética a 6 metros de profundidad, y
un efecto mas claro de limitacion por nutrientes que el observado en la

fotosintesis oxigénica.

En general, las concentraciones de clorofila-a, ficoeritrina y la proporcion
clorofila-a/ficoeritrina  no muestran diferencias muy importantes entre
tratamientos a tiempo final. A 6 metros de profundidad (figura 8.10A), se
observa un aumento significativo de clorofila-a en los tratamientos filtrados por
30 um y de ficoeritrina en el tratamiento NZ. En los tratamientos a 10 metros
(figura 8.11) y a 12 metros de profundidad (figura 8.12) no se observan

diferencias significativas.
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Figura 8.3. Concentracién final de fésforo soluble (S.R.P. en uM), para los distintos
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros
de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el
hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La
significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se establecié usando una
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Figura 8.4. Concentracion final de amonio (uM), para los distintos tratamientos del
bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros de profundidad,
(B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12
metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La significatividad estadistica entre
los diferentes tratamientos se establecio usando una One-way ANOVA con un test post-
hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Figura 8.5. Concentracion final de nitrato (uM), para los distintos tratamientos del
bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros de profundidad,
(B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12
metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La significatividad estadistica entre
los diferentes tratamientos se establecio usando una One-way ANOVA con un test post-
hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Figura 8.6. Abundancia (células mI* x 106) de Pcy, a tiempo final, de los distintos
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros
de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 metros de profundidad y (C) en el
hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en la Laguna de La Cruz. La
significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se establecié usando una
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Figura 8.7. Variacién de la abundancia de Pcy (células mI? x 10%) respecto al tiempo
inicial del experimento, para los distintos tratamientos del bioensayo realizado en junio
de 2006, (A) en el epilimnion a 6 metros de profundidad, (B) en el metalimnion a 10
metros de profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en
la Laguna de La Cruz. La significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se
establecio usando una One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando

con (***) un p<0.001.
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Figura 8.8. Abundancia (células ml* x 10%) de NPB (“non photosynthetic bacteria”), a
tiempo final, de los distintos tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006, (A)
en el epilimnion a 6 metros de profundidad, (B) en el metalimnion a 10 metros de
profundidad y (C) en el hipolimnion superior a 12 metros de profundidad, en la Laguna
de La Cruz. La significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se establecid
usando una One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***)
un p<0.001.
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Figura 8.9. (A) Perfil vertical de produccion primaria y produccion bacteriana, previo a
la fecha de incubacién, junio de 2006. (B) Fotosintesis oxigénica, en los diferentes
tratamientos del ensayo para las profundidades seleccionadas. (C) Produccién
bacteriana estimada como incorporacion de *H-Timidina, en los diferentes tratamientos
del ensayo para las profundidades seleccionadas.
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Figura 8.10. (A) Concentracion de clorofila-a (mg m), a tiempo final, en los distintos
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006. (B) Estimacién en unidades
arbitrarias de ficoeritrina y (C) estimacion en unidades arbitrarias de ficocianina, en la
Laguna de La Cruz, para las incubaciones realizadas a 6 metros de profundidad. La
significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se establecié usando una
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Figura 8.11. (A) Concentracion de clorofila-a (mg m), a tiempo final, en los distintos
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006. (B) Estimacion en unidades
arbitrarias de ficoeritrina y (C) estimacion en unidades arbitrarias de ficocianina, en la
Laguna de La Cruz, para las incubaciones realizadas a 10 metros de profundidad. La
significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se establecié usando una
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Figura 8.12. (A) Concentracion de clorofila-a (mg m), a tiempo final, en los distintos
tratamientos del bioensayo realizado en junio de 2006. (B) Estimacidn en unidades
arbitrarias de ficoeritrina y (C) estimacion en unidades arbitrarias de ficocianina, en la
Laguna de La Cruz, para las incubaciones realizadas a 12 metros de profundidad La
significatividad estadistica entre los diferentes tratamientos se establecié usando una
One-way ANOVA con un test post-hoc de Bonferroni, indicando con (***) un p<0.001.
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Los resultados del bioensayo potencial muestran que las poblaciones de
organismos fotosintéticos en el agua de 6 metros de profundidad (figura 8.13),
incubadas a mayores intensidades de luz estan limitadas por luz, mientras que al

incubarlas a menor intensidad acumulan ficoeritrina.
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Figura 8.13. (A) Concentracién de clorofila-a (ug I'Y). (B) Estimacién, en unidades
arbitrarias, de la ficoeritrina. (C) Proporcion entre la ficoeritrina y la clorofila-a a
tiempo final, en los distintos tratamientos del ensayo potencial realizado en junio de
2006, en la Laguna de La Cruz, con agua de 6 metros de profundidad incubada a 0.5, 4,
6, 10 y 12 metros de profundidad.
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Los resultados del bioensayo potencial muestran que las poblaciones de
organismos fotosintéticos, en el agua de 10 metros de profundidad (figura 8.14),
incubadas a mayores intensidades de luz, estan limitadas por luz y fotoinhibidas

en superficie.
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Figura 8.14. (A) Concentracién de clorofila-a (ug I"%). (B) Estimacién, en unidades
arbitrarias, de la ficoeritrina. (C) Proporcion entre la ficoeritrina y la clorofila-a, a
tiempo final, en los distintos tratamientos del ensayo potencial realizado en junio de
2006, en la Laguna de La Cruz, con agua de 10 metros de profundidad, incubada a 0.5,
4,6, 10 y 12 metros de profundidad.
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Los resultados del bioensayo potencial muestran que las poblaciones de
organismos fotosintéticos, en el agua de 12 metros de profundidad (figura 8.14),
incubadas a mayores intensidades de luz, estan limitadas por luz y foto-
inhibidas en superficie, ademas pierden gran parte de su ficoeritrina.
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Figura 8.15. (A) Concentracién de clorofila-a (ug I'Y). (B) Estimacién, en unidades
arbitrarias de la ficoeritrina. (C) Proporcion entre la ficoeritrina y la clorofila-a, a
tiempo final, en los distintos tratamientos del ensayo potencial realizado en junio de
2006, en la Laguna de La Cruz, con agua de 12 metros de profundidad, incubada a 0.5,

4,6, 10y 12 metros de profundidad.
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Experimento de adicion de fosforo soluble

El agua de diferentes profundidades presenta tasas de asimilacion de fdsforo
soluble muy diferentes; las méximas tasas de asimilacion se observan a 9 y 10
metros de profundidad (figura 8.16), mientras que las minimas se observan en el

epilimnion, en superficie y a 3,7 metros de profundidad.
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Figura 8.16. Evolucion de la asimilacion de fosforo soluble, en agua de diferentes
profundidades de la Laguna de La Cruz, tras la adicion de 30 uM de P.

Para establecer si las diferencias en el fdésforo soluble, observado en el
experimento anterior, se deben a la asimilacion bioldgica y no a la precipitacion
quimica, se ha realizado en paralelo un experimento con la adicion de la misma
concentracién de fdsforo a agua filtrada de las diferentes profundidades
estudiadas. Los resultados (tabla 8.1) muestran que la precipitacion quimica es

muy baja en todas las profundidades.
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Tabla 8.1. Pérdida de fésforo soluble (uM), por precipitacion quimica, respecto a la
adicion de 30 uM de P, a lo largo de 6 dias de incubacion de agua filtrada a diferentes
profundidades, en la Laguna de La Cruz.

Profundidad (m) 1h 3dias 6 dias
0.5 0.3 0.1 0.7
3.7 0.4 0.1 0.4
6 0.8 0.8 0.8
9 0.6 0.3 0.2
10 0.2 0.2 0.6
12 0.9 0.6 0.5

La figura 8.17 muestra el aspecto de las poblaciones de Pcy tras los 6 dias de
incubacion, confirmando visualmente la presencia de granulos de polifosfato en

el interior de Pcy.

Figura 8.17. (A) Microfotografia de epifluorescencia, en rojo autofluorescencia de la
ficocianina (B) Microfotografia de epifluorescencia, en amarillo fluorescencia de los
granulos de polifosfato tefiidos con DAPI. Tiempo final, tras 6 dias de incubacion con
30uM de P en la Laguna de La Cruz, con agua de 10 metros de profundidad.
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8.4. Discusioén

La discusion del presente capitulo engloba la experimentacion, tanto de campo
como de laboratorio, que nos ayude a explicar los resultados obtenidos en éste y
en capitulos anteriores. En general, los ensayos se pueden dividir en dos grupos:
los ensayos especificos, para dar respuesta a preguntas sencillas y concretas; y
un ensayo general, para intentar resolver aspectos mas complejos del desarrollo
y dindmica de Pcy, en relacién a la profundidad a la que se desarrolla, y en su
interaccién con los recurso y el resto de organismos con los que convive (Auer
et al., 2004).

La primera incubacion (epilimnion) fue realizada con agua de 6 metros e
incubada a su profundidad, en el inicio de la termoclina y en el maximo de
concentracién de oxigeno disuelto, con una temperatura de 20 °C y recibiendo
el 10% del PAR incidente. Las poblaciones de Pcy, en esta profundidad, estan
limitadas por fésforo disuelto, lo que es muy comun en este tipo de ecosistemas
(Beardall et al., 2001; Sterner, 2008). De los cuatro tratamientos con adicion de
fésforo, tres de ellos han aumentado, significativamente, la abundancia de Pcy
respecto al tiempo inicial: NP10, NP30 y PZ; unicamente el tratamiento NPZ no
ha tenido como respuesta un incremento en la abundancia, debido al
zooplancton. El incremento mas importante de abundancia se ha observado en
el tratamiento NP10, lo que indica un importante efecto de la depredacion. El
efecto combinado de NP con la retirada de diferentes fracciones de zooplancton
en NP10 y NP30 coincide, ademas, con un descenso significativo en la
concentracion final de fosforo disponible en esos tratamientos, lo que indica una
capacidad mayor de agotar este nutriente, que es caracteristico de poblaciones
picoplancténicas como Pcy. Este agotamiento tan exhaustivo no ocurre en

tratamientos con zooplancton como PZ, aunque aumente la poblacion de Pcy.

228



Capitulo 8

En cuanto al nitrdgeno, de las dos formas inorganicas adicionadas, nitrato y
amonio, s6lo se ha observado un consumo significativo de amonio (alrededor de
un 20% del adicionado) en tratamientos con co-adicion de fdésforo (NP), y
ninguna asimilacion apreciable de nitrato en ningln tratamiento. Esta
preferencia por el amonio, como forma de asimilacion prioritaria, es
perfectamente coherente con lo esperado, ya que implica un menor gasto de
energia incorporar un compuesto reducido como el amonio que uno oxidado,
gue hay que reducir posteriormente, con el consiguiente gasto extra de energia.
No obstante, el amonio en el epilimnion s6lo es incorporado en presencia de
fosforo, lo que corrobora el caracter limitante de este Ultimo en la Laguna de la
Cruz. Cuando es el nitrogeno el que esta en exceso se acumula, principalmente
como ficoeritrina, mostrando un tipo de adaptacion muy comun en este tipo de
poblaciones picoplanctonicas, que utilizan este pigmento, ademas de como

adaptacion cromatica, como un reservorio de nitrégeno.

Los datos de clorofila-a muestran un incremento significativo en los
tratamientos filtrados por 30um (C30 y NP30), incremento probablemente
debido al desarrollo de fitoplancton, que se ve libre de depredadores. Sin
embargo, en las incubaciones potenciales, es decir, con agua de 6 metros de
profundidad, incubada a 4 metros y en superficie, se observa un importante
incremento de clorofila-a y ficoeritrina (PE) en los tratamientos con nutrientes.
La luz y nutrientes parecen ser un factor de limitacion importante para estas
poblaciones que no presentan problemas de fotoinhibicidn en superficie. Sin
embargo, en las incubaciones a 10 y 12 m de profundidad, el ratio PE/clorofila-
a aumenta, al iniciar el proceso de aclimatacion a bajas intensidades de luz, y lo
hace de manera més importante en los controles sin adicion de nutrientes,
indicando que este proceso puede estar ligado a concentraciones bajas de

nutrientes, principalmente al fésforo soluble.
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Como se observa en los experimentos, tras la adicion de fésforo soluble, la
concentracién de este desciende, a las pocas horas, a niveles incluso inferiores a
los iniciales, como consecuencia de la captacién por parte de la fraccion
picoplanctonica, tanto Pcy como NPB. En presencia de fosforo, la abundancia
de Pcy aumenta cuando la presion de depredacion se relaja, tanto de ciliados,
rotiferos y crustaceos (NP30) como de nanoflagelados (NP10). Sin embargo, la
poblacién de NPB, también favorecida por la ausencia de depredadores, muestra
incluso una respuesta positiva en los tratamientos control sin adiciéon de
nutrientes en los que se han eliminado los depredadores. Esto indica que a esta
profundidad, a diferencia de Pcy, estas bacterias (NPB) no estarian limitadas
por la disponibilidad de nutrientes inorganicos, sino que seria la presion de
depredacion la que controla sus abundancias. La retirada experimental de la
fraccién superior a 10 um produce también un incremento notable de las tasas
de fotosintesis oxigénica, debido al relajamiento de la depredacion sobre Pcy, al
igual que ocurre con la produccion bacteriana, lo que sefiala el posible
acoplamiento existente entre ambos metabolismos (Langenheder y Jirgens,
2001).

Esta presion de depredacion se refleja también en las relaciones pigmentarias
observadas en la columna de agua, en particular, en la relacién clorofilida-
alclorofila-a. Este ratio es un buen indicador de la presion de depredacion
existente sobre el fitoplancton, ya que es necesaria la actividad clorofilasa para
separar el grupo fitol de la clorofila-a y rendir con ello clorofilida-a. Este ratio a
6 metros de profundidad, a pesar de ser inferior al los observados a 10 y 12
metros, indica que casi una cuarta parte de la clorofila presente se encuentra en
forma de clorofilida-a sugiriendo, con ello, una mayor presion de depredacion,
gue probablemente, sea efectuada, mayoritariamente, por pequefios

nanoflagelados presentes a estas profundidades.
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Una segunda incubacion se realizé a 10 metros de profundidad (metalimnion
superior), en la parte inferior de la termoclina y a una temperatura de 7°C. En
esta profundidad que recibe, aproximadamente, el 1% del PAR incidente en
superficie, se observan las minimas tasas, tanto de fotosintesis oxigénica como
de produccion bacteriana. Por su parte, las incubaciones realizadas a esta
profundidad muestran una poblacién de Pcy aparentemente no limitada por la
disponibilidad de nutrientes. En este caso, el fésforo, en forma soluble,
desaparece totalmente al final de las incubaciones, mientras que el nitrogeno
inorgéanico (nitrato y amonio) no es asimilado de manera significativa. Asi, en
los tratamientos sin adicion de nutrientes, pero privados de zooplancton (C10 y
C30), es donde las abundancias de Pcy muestran un incremento, particularmente
en el tratamiento con agua previamente filtrada por 30 um (C30), lo que sugiere
gue la presion de depredacion en el metalimniom obedeceria, mas

particularmente, a los ciliados, rotiferos y crustaceos.

A esta profundidad, la adicion de nutrientes produce los descensos mas notables
en las abundancias de Pcy. Es posible, en este caso, que la presencia en exceso
de nutrientes elimine la ventaja competitiva de estas poblaciones sobre otros
grupos del plancton. Por el contrario, la poblacion de NPB aumenta,
significativamente, su abundancia en estos tratamientos suplementados con
nutrientes, aunque lo hacen principalmente en los tratamientos prefiltrados por
10 um y 30 um, revelando, también a esta profundidad, la existencia de un
control de la poblacion de NPB por parte de los depredadores. Las tasas
fotosintéticas resultan muy bajas en ambos tratamientos pre-filtrados, pero
también en los tratamientos con agua sin filtrar. No obstante, si se observa un
incremento, en los controles de ambos tratamientos filtrados, que coincide con
el aumento de biomasa observado. En este sentido, cabe recordar que es en esta

profundidad donde se observan las relaciones clorofilida-a/clorofila-a mas
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elevadas. Por su parte, la produccion bacteriana aumenta en el tratamiento

adicionado con nutrientes y pre-filtrado por 30 pm.

Las concentraciones de clorofila-a y ficoeritrina no muestran cambios
significativos en los diferentes tratamientos; el incremento de abundancia de
Pcy no estd asociado a un incremento en la clorofila-a ni en la ficoeritrina,
probablemente porque no implique un aumento en su biomasa. Los diferentes
tratamientos tampoco afectan al resto de organismos fotosintéticos de la laguna.
Sin embargo, las incubaciones potenciales, a diferentes profundidades, muestran
gue hay muchas poblaciones fotosintéticas que estan limitadas por luz, con un
Optimo a 4 m de profundidad y fotoinhibicion en superficie. Las Pcy son una
fraccién muy importante de estas poblaciones, ya que la ficoeritrina presenta un
patrén idéntico al de la clorofila-a, con una acumulacion importante de este

pigmento en los tratamientos con adicién de nutrientes.

En la tercera incubacién, realizada a 12 metros de profundidad (hipolimnion
superior), en el fondo de la termoclina 'y a 5 °C, es donde se localiza el maximo
profundo de clorofila-a, el maximo de actividad de fijacién de carbono como
fotosintesis oxigénica y el maximo profundo de produccién bacteriana acoplado
al maximo profundo de clorofila-a, siendo ademas la profundidad donde llega,
aproximadamente, el 0,1% del PAR incidente. La biomasa de Pcy, en esta
profundidad, aumenta en todos los tratamientos donde se ha eliminado la
biomasa de depredadores, mostrando que estos ejercen un fuerte control sobre la
poblacion de Pcy. Ademas de la biomasa, la asimilacion de carbono por
fotosintesis oxigénica también esta limitada por depredacién, aumentando la
fotosintesis oxigénica en los tratamientos donde se han retirado las fracciones
de 10 um vy, principalmente, de 30 um, independientemente de la adicion de
nutrientes. Sin embargo, la abundancia y biomasa del resto del picoplancton

heterdtrofo no parece estar controlada, ni por la disponibilidad de nutrientes, ni
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por la depredacién, ya que no responde a ninguno de los tratamientos
ensayados. La produccion bacteriana, no obstante, aunque responde a la adicion
de nutrientes, mantiene tasas relativamente bajas; es muy probable que a 12
metros de profundidad, y debido a factores como la temperatura, el periodo de
incubacion no sea suficiente para observar cambios en la biomasa de esta

fraccion picoplanctonica.

No existe pues, una limitacion por nutrientes evidente en el maximo profundo
de clorofila-a, aunque el fésforo soluble adicionado es totalmente consumido de
nuevo, como en las profundidades anteriores, esta asimilacion no esta
relacionada con el incremento en biomasa. Con respecto al nitrégeno
adicionado, no se observa asimilacion en ninguno de los tratamientos. En los
tratamientos filtrados por 30 um, tanto control como NP, se observa una
importante acumulacion de ficoeritrina, con un descenso importante de la
concentracion de clorofila-a en estos tratamientos, lo que sugiere que la retirada
de los depredadores de mayor tamafio induce a la acumulacion de nitrégeno por
parte de las poblaciones de Pcy. Al igual que ocurre a 10 metros de
profundidad, el alto valor de la proporcion clorofilasa-a/clorofila-a (de nuevo la
mitad de la clorofila esta en forma de clorofilida-a), apoya la existencia de una
fuerte presion por depredacion sobre estas poblaciones fotosintéticas. Muchas
de ellas estan limitadas por luz (Karlsson et al., 2009), ya que las incubaciones
potenciales realizas muestran un patron muy similar al observado a 10 metros.
Sin embargo, las poblaciones del méximo profundo de clorofila, incubadas a
intensidades de luz més altas del 0,1%, muestran una pérdida muy importante
de ficoeritrina y de su proporcion respecto a la clorofila-a, en un proceso de

adaptacion de las poblaciones de Pcy a regimenes de luz mayores.

En la Laguna de la Cruz, durante el periodo de maxima estratificacion y

estabilidad a nivel global, y en el momento en el que la biomasa de Pcy es mas
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importante, tanto en valor absoluto como en valor relativo, se puede concluir
que el control de las poblaciones de Pcy es por depredacidn, principalmente en
la DCM. Existen diferentes metodologias para estimar la depredacion y las tasas
de depredacion, y se han acumulado multitud de trabajos acerca de la
depredacion sobre Pcy (Jurgens et al, 1994; 1999; Zollner et al., 2003;
Pernthaler, 1996; 2005), tanto de protozoos y nanoflagelados como de
metazooplancton. Pese al importante numero de trabajos, existen importantes
discrepancias sobre el impacto de los diferentes depredadores sobre las
poblaciones de Pcy. En general, el mayor impacto se identifica con
nanoflagelados y pequefios ciliados (Stockner y Antia, 1986; Simek, 1995;
Sanders et al., 2000) y se conocen con detalle tasas de ingestién sobre Pcy en
muchos sistemas acuéticos, sin embargo, es mas problematico el establecer en
gué medida esta depredacién afecta al desarrollo y abundancia de Pcy. En la
Laguna de la Cruz, la abundancia de Pcy esta limitada por la depredacién pero
mantiene valores de abundancia un orden de magnitud por encima de lo
esperado para sistemas acuaticos similares (Callieri et al., 2012). El fésforo
soluble y su dindmica sirven para comprender el dominio de Pcy sobre el resto
de organismos fotosintéticos (Currie y Kalff, 1984). Estas poblaciones
presentan una tasa de captacion y acumulacion de este nutriente (en forma de
pirofosfato) tan alta que las concentraciones en la laguna siempre son, en
relacion a las Pcy, limitantes para el resto de microorganismos. Esta estrategia
permite que tengan fosforo disponible (y nitrégeno en forma de ficoeritrina),
proporcionando una ventaja muy importante respecto al resto de grupos
fotosintéticos, lo que permite mantener abundancias de Pcy muy altas respecto a

sistemas acuaticos similares.
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Conclusiones

1. La Laguna meromictica de La Cruz, localizada en la serrania de Cuenca
(1032 m.s.n.m.), esta situada en el fondo de una dolina de hundimiento, de
forma circular, con 116 m. de didmetro, 21 metros de profundidad y 10.000 m?
de area superficial. La laguna presenta una fuerte estratificacion térmica estival,
con gradientes verticales fisicos y quimicos muy marcados. Estos gradientes
permiten una gran diversidad de microambientes o nichos donde se pueden
desarrollar diferentes poblaciones de microorganismos con una gran variedad de

metabolismos, tanto autétrofos como heterotrofos.

2. La marcada termoclina estacional y su caracter meromictico permite
gue se formen dos méaximos de estabilidad, que estimados como frecuencia de
Brunt Vaissalda muestran un maximo permanente en la picnoclina, a 16 metros
de profundidad, y otro en la termoclina, de profundidad variable a medida que
avanza la estratificacion. Esto aisla durante todo el periodo de estratificacidn al
metalimnion e hipolimnion, permitiendo la microestratificacion estable de las
poblaciones microbianas y limitando la difusién de materia y energia en el perfil

vertical como, por ejemplo, la difusion de nutrientes desde el monimolimnion.

3. En la Laguna de La Cruz se han identificado 5 morfologias diferentes
de picocianobacterias. El tipo dominante, a lo largo de todo el ciclo
limnologico, es un bacilo pequefio, de 1,4 x 0,8 um de promedio y un volumen
de 0,6 um?. El resto de tipos de Pcy presentan distribuciones muy variables, con

variaciones importantes respecto al tipo del dominante.

4. Los valores de abundancia promedio de Pcy en el perfil vertical se
encuentran en el orden de magnitud de 10° con valores méaximos de
abundancia, en el m&ximo profundo de clorofila (DCM), en torno a 14 x

10%células ml. Estos son valores relativamente altos para este tipo de sistemas
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acuaticos que, en general, presentan rangos de abundancia con magnitudes entre

10%y 10° células ml,

5. La dindmica estacional de las Pcy muestra que, tras la mezcla invernal,
las poblaciones aumentan su abundancia en primavera, distribuyéndose
homogéneamente por el epilimnion y el metalimnion de la laguna. Sin embargo,
a medida que avanza la estratificacion, y como consecuencia de la
disponibilidad de nutrientes, presién por depredacion y gradiente de luz, las
poblaciones de Pcy se concentran formando un maximo profundo (DCM) en
torno a la oxiclina. Con los maximos profundos bien establecidos, a mediados
del verano se produce la pérdida de mas de la mitad de la biomasa de Pcy por el
fendmeno de precipitacion calcica tumultuosa (“whiting”). A partir de
septiembre se observa un incremento de biomasa de Pcy en el maximo profundo
de clorofila-a, entre 10 y 12 metros de profundidad, que no afecta

significativamente a los valores integrados de Pcy en la laguna.

6. En la Laguna de la Cruz, las abundancias de picoeucariotas (Ape)
observadas son relativamente bajas, en torno a 3 6rdenes de magnitud inferiores
a la abundancia de Pcy, y con un patron estacional muy definido. Durante el
periodo de mezcla estos picoeucariotas se encuentran en todo el mixolimnion y
presentan sus valores de abundancia maximos anuales. A medida que avanza el
proceso de estratificacion, se acumulan en el maximo profundo de clorofila,

siguiendo un patrdn paralelo al observado con Pcy.

7. La dindmica anual de biomasa de los principales organismos
fotosintéticos de la laguna, Pcy y nanofitoplancton, sigue un patrén complejo;
mientras que las Pcy aumenta su biomasa integrada en la columna de agua a
partir de primavera, llegando a representar el 73% de la biomasa fotosintética, el

nanofitoplacton lo hace a partir del verano, alcanzando sus maximos valores
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integrados en otofio, tras la drastica pérdida de biomasa de Pcy en el fendmeno
de precipitacion célcica, y llegando a representar el 76% de la biomasa del total
de organismos fotosintéticos. Este maximo de nanofitoplacton es debido,
principalmente, a la formacion de densas comunidades epilimnéticas de
Desmidiaceas (Cosmarium sp.) y al aumento de dinoflagelados que, en términos
de biomasa, dominan sobre Cryptomonas y Clorofitas. Tras la mezcla, la mayor
parte de la biomasa que se retira de la columna de agua es de algas eucariotas,
pasando las diatomeas (Cyclotella sp.) a co-dominar junto con Pcy la biomasa

de organismos fotosintéticos en la laguna.

8. La Laguna de La Cruz presenta comunidades estables de bacterias
fotosintéticas, principalmente, la bacteria parpura del azufre (PSB),
Lamprocystis purpurea, y la bacteria verde del azufre (GSB), Chlorobium
chlatratiforme. En general, su contribucién a la biomasa global integrada de
organismos fotosintéticos es relativamente pequefia, entre 1-3% del total de
biomasa para Lamprocystis purpurea y entorno al 0,1% para Chlorobium
chlatratiforme. Lamprocystis purpurea se desarrolla principalmente, en el
monimolimnion durante el periodo de mezcla invernal y en la interfase 6xico-
anoxica, justo bajo la DCM, y en el hipolimnion superior durante el periodo de
estratificacion. Chlorobium chlatratiforme se desarrolla, principalmente en
primavera, manteniendo poblaciones estables durante el resto del periodo de
estratificacion por debajo de Lamprocystis. Pese a lo limitado de su
contribucion a la biomasa global, sus poblaciones se localizan en capas
relativamente densas, donde pueden alcanzar tasas netas de asimilacion de
carbono, en primavera, equiparables a las de la fotosintesis oxigénica, pero

localizadas en capas muy finas.

9. La abundancia y biomasa de “NPB” (“non photosynthetic bacteria”),

que comprende, tanto bacterias heterétrofas como quimiolitotrofas, muestra los
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mayores valores de abundancia en las aguas andxicas del hipolimnion vy,
sobretodo, del monimolimnion, donde se pueden alcanzar valores de 80
x106células ml. Las células de mayor tamafio se localizan en el metalimnion e
hipolimnion superior, mientras que las células de menor tamafio se encuentran
en el monimolimnion y en el epilimnion, donde se observa una importante

pérdida de tamafio a medida que avanza la estratificacion.

10. La biomasa integrada de todos los productores primarios Pcy, Ape,
GSB, PSB y nanofitoplacton) aumenta a medida que se desarrolla la
estatificacion, desde 3 g C m™ en primavera a 5,5 g C m? en otofio. La biomasa
de “NPB” esta acoplada a la produccion primaria, subiendo desde 1,5 g C m2en
primavera a 7,5 g C m2 en otofio. Sin embargo, la mezcla vertical produce un
desfase muy significativo en este acoplamiento; la biomasa fotosintética,
principalmente debido al nanofitoplacton, desciende a 1,5 g C m, parte de esta
biomasa sedimenta en el monimolimnion y otra parte es mineralizada en el
mixolimnion, que ademas ha sido fertilizado con los nutrientes del hipolimnion.
Esto permite mantener la biomasa bacteriana de “NPB” en mas de 6 g C m™, sin
depender de la produccion primaria contemporanea, que es muy baja en ese
periodo. La demanda de oxigeno disuelto se eleva, mostrando concentraciones
mixolimnéticas inferiores a 4 mg I Este proceso de mineralizacién invernal,
junto con el proceso de mezcla, son responsables de la mayor disponibilidad de
nutrientes, principalmente de fésforo, que las Pcy acumulan eficientemente,

permitiendo su rapido desarrollo primaveral.

11. La Laguna de la Cruz presenta unas caracteristicas intrinsecas que
permiten sea un buen sistema modelo para diferentes tipos de estudios, tanto
metodoldgicos, relacionados con la distribucion espacial en el perfil vertical de
las diferentes poblaciones de organismos fotosintéticos, como funcionales, tanto

a nivel metabodlico como, por ejemplo, estudios de asimilacion inorgénica de
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carbono, o de funcionamiento de la red trofica, mediante experimentacion, “in

situ” (microcosmos) o en el laboratorio.

12. En relacion al andlisis de los diferentes pigmentos fotosintéticos
presentes, en primer lugar, se ha desarrollado un protocolo especifico para
sistemas estratificados que permite la identificacion y cuantificacion de la
mayor parte de los pigmentos fotosintéticos en una Unica carrera
cromatografica. Por otro lado, se ha comprobado la adecuacion, de las
diferentes ecuaciones espectrofotométricas mas usadas en la bibliografia, a este
tipo de ecosistemas, mostrando que es posible el uso de técnicas
espectroscopicas para el estudio de mezclas complejas de pigmentos
fotosintéticos en sistemas estratificados, recomendandose el uso de ecuaciones
tricrométicas para la determinacion de clorofila-a y de las ecuaciones de

Overman y Tilzer para la determinacion de pigmentos bacterianos.

13. En relacion a la viabilidad de la citometria de flujo para la identificacidn
y cuantificacion de las poblaciones de organismos fotosintéticos en la laguna, se
ha observado que la citometria de flujo nos ofrece menos informacion,
principalmente en la identificacion de morfotipos y en el calculo de
biovolimenes, que los recuentos clasicos por microscopia. Sin embargo, en
sistemas con una calibracion adecuada, como en la Laguna de La Cruz,
podemos identificar los grupos de organismos fotosintéticos mas importantes y
realizar cuantificaciones significativamente similares a las realizados por
microscopio, con una Unica muestra y en una fraccion de tiempo mucho menor.
Esto, en nuestro caso, permite el disefio de experimentos mas complejos, con

una limitacion menor de tiempo y coste.

14. La produccion anual integrada en la columna de agua de la Laguna de

La Cruz, durante el ciclo limnolégico 2006, fue de 183,6 g C m™ afio*dentro del
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rango observado en lagos mesotroficos. La mayor parte de esta produccion es
debida a procesos dependientes de la luz (92,4%), particularmente a la
fotosintesis oxigénica (89,7%), mientras que la fotosintesis anoxigénica
constituy6 un 2,7% y la quimiolitotrofia el 7,6% restante.

15. La inhibicion especifica de la actividad eucariota mostro que el 80,5%
de la actividad fotosintética durante el periodo de mezcla invernal, y en el
epilimnion y metalimnion superior en el periodo de estratificacion otofial, era
atribuible a las Pcy. Sin embargo, la contribucion fue méas equilibrada en el
méaximo profundo otofial de clorofila-a, con una contribucién eucariota de hasta
el 52%, debido principalmente a la presencia de nanoflagelados fotosintéticos

(Cryptomonas sp.).

16. En la Laguna de la Cruz, la asimilacion de carbono se realiza por parte
de diferentes grupos de organismos con diversos metabolismos implicados. Se
observa un papel muy importante de la fraccion procariota en el ciclo global de
carbono de la laguna, representando la base de la red trofica del sistema, lo que
implica que la sucesién del fitoplancton y los patrones de produccion primaria

sean diferentes a los observados en otras tipologias de lagos.

17. Los ensayos “in situ” y de laboratorio realizados para establecer la
importancia de diferentes factores, nutrientes, depredacion y luz, en la
abundancia de las Pcy muestran que, durante el periodo de estratificacion sélo
existe limitacion por nutrientes, fésforo soluble, en el epilimnion, aunque con
un importante efecto de la depredacién, principalmente por organismos de
tamarno inferior a 10pum, como nanoflagelados, sobre las Pcy. En el metalimnion
y en el hipolimnion superior, el principal factor que controla las poblaciones de
Pcy es la depredacién, tanto de protozoos y nanoflagelados como de

metazooplancton.
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18. Pese a la presion por depredacion, las Pcy presentan valores de
abundancia un orden de magnitud por encima de lo esperado para sistemas
acuéticos similares. El fésforo soluble, y su dinamica, es un factor clave para
comprender el dominio de Pcy sobre el resto de organismos fotosintéticos. Sus
altas tasas de captacion y acumulacion (en forma de pirofosfato) mantienen este
nutriente en concentraciones limitantes para el resto de microorganismos. Esta
estrategia permite a las Pcy aumentar la acumulacién de fésforo y nitroégeno
(este ultimo en forma de ficoeritrina), proporcionando una ventaja muy
importante respecto al resto de grupos fotosintéticos, lo que permite alcanzar

abundancias de Pcy muy altas respecto a sistemas acuaticos similares.
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