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RESUMEN

TiTULO: TASAS DE CRECIMIENTO DE BACTERIA, ARCHAEA Y EL GRUPO B -
PROTEOBACTERIA EN UN SISTEMA EXPERIMENTAL EN EL EMBALSE DE
NEUSA.

AUTOR: ESPINEL-VILLAMIZAR, Giovanni.~

PALABRAS CLAVE: tasas de crecimiento, Bacteria, Archaea (3-Proteobacteria, FISH,
epifluorescencia.

Se evaluaron las tasas especificas de crecimiento de la comunidad procariética, y de
los dominios Bacteria y Archaea y del grupo B-Proteobacteria in situ con bolsas de
dialisis en dos sitios contrastantes en el embalse de Neusa, Cundinamarca
(Colombia).

Para determinar las densidades de los procariotas, las tasas de crecimiento y los
tiempos de generacion de los grupos estudiados se usaron las técnicas de tincion con
naranja de acridina e hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH), seguidas del
analisis mediante microscopia de epifluorescencia.

Los parametros analizados presentaron valores que fueron ligeramente superiores en
Cubillos, zona caracterizada por ser la de mayor aporte de nutrientes al embalse, sin
embargo no se presentaron diferencias significativas en las tasas de crecimiento entre
los sitios, pero si entre tasas de crecimiento de los grupos durante el tiempo de
muestreo (ANOVA P < 0.05). Hacia la segunda mitad del experimento (tsg, t72 y to4) la
mayoria de las células hibridadas con la sonda EUB338 correspondieron al grupo 3
Proteobacteria (sonda BET42a). En los periodos en que se detectd crecimiento
exponencial de procariotas, los miembros del grupo [(-Proteobacteria presentaban
tasas de crecimiento y tiempos de generacion relativamente altos, sugiriendo que los
miembros de este grupo estan mejor adaptados a las condiciones del embalse.

Ademas, los valores mayores de abundancia encontrados en el microcosmos ubicado
en Cubillos indican que las poblaciones de este grupo poseen una mayor capacidad
de asimilacién de los nutrientes ofrecidos por la entrada del afluente, lo que incide en
una rapida respuesta de crecimiento.

Por otra parte los miembros del dominio Archaea presentaron muy bajas densidades
con valores cercanos en muchos casos al limite de deteccion.

Se plantea que las diferencias ambientales dentro del embalse se convierten en una
buena herramienta para evaluar las propiedades ecolégicas de las comunidades
procariotas.

" Proyecto de Grado.
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia. Director: Amparo Canosa de Barrero,
Microbidloga, MSc.



ABSTRACT

TITLE: GROWTH RATE OF BACTERIA, ARCHAEA AND (3 - PROTEOBACTERIA IN
A EXPERIMENTAL SYSTEM IN NEUSA RESERVOIR (COLOMBIA).

AUTHOR: ESPINEL- VILLAMIZAR, Giovanni

KEY WORDS: Growth rates, Archaea, Bacteria, B-Proteobacteria FISH,
epifluorescence.

Specific growth rate of the total prokaryotic community, Bacteria and Archeae domains,
and the B Proteobacteria group were evaluated using an in situ experimental design
with dialysis bags in two dissimilar sites at Neusa’s reservoir (Cundinamarca-
Colombia).

Prokaryotic abundance, growth rates and generation times of the studied groups were
determined using acridine orange staining and fluorescence in situ hybridization
(FISH), followed by epifluorescence microscopy.

Evaluated parameters were slighty higher in Cubillos, a zone characterized for being
the higher contributor of nutrients to the reservoir, however there were no significant
differences in grow rates between sites, but there were significant differences in grow
rates of the studied groups among sampling time (ANOVA P < 0.05). The majority of
the hybridized bacterial cells with the probe EUB338 corresponded to the f
Proteobacteria (probe BET42a) group around the second half of the experiment (tss, t72

Y tos).

Apparently, the members of 3 Proteobacteria are better adapted to the conditions of
the reservoir, since there were growth rates and generation times relatively higher for
this group when exponential growth was detected. Moreover, the populations of this
group have a major capacity of assimilation of the offered nutrients as suggested by
the high generation time.

On the other hand, the members of the Archaea domain showed very low abundance,
even with values close to the detection limit.

In this study, it is established that the environmental differences within the reservoir
result in a good tool for testing the ecological properties of the prokaryotic
communities.

" Undergraduate Project.
Faculty of Science, Biology School. Director: Amparo Canosa de Barrero,
Microbiologist, M.Sc.



INTRODUCCION

Estudios pioneros en ecologia microbiana demostraron la existencia de
densidades considerables de organismos procariotas en aguas continentales y
marinas, lo que llevo a plantear una contribuciéon fundamental de esa comunidad
en los flujos de materia y energia en el ecosistema, ademas de su conocida

participacion en el ciclo de los elementos (Pomeroy, 1974; Azam et al., 1983).

Azam et al., propusieron en la década de los 80 una hipdtesis segun la cual la
materia organica disuelta producida por excrecion y muerte de los organismos es
incorporada a las redes troficas a través de la actividad de bacterias y arqueas
heterotréficas (Azam et al.,, 1983; Pernthaler, 2005). Esta propuesta conocida
como el bucle microbiano es actual y ampliamente aceptada por la comunidad
cientifica, y se trabaja intensamente para averiguar sus implicaciones en la

productividad total de los ecosistemas acuaticos.

Desde esta perspectiva se han planteado diferentes modelos para explicar como
la estructura y funcién de la comunidad procariota planctonica afecta los flujos de
energia en el sistema. Sin embargo, actualmente todavia se carece de un modelo
general que explique el efecto conjunto de variables bidticas y abidticas sobre el
plancton procariota (Pernthaler 2005). Este en hecho en parte es debido a las
limitaciones metodoldgicas para reconocer los grupos clave en los procesos de
incorporacion de la materia organica disuelta dentro de la red tréfica. También la
presencia de competidores, depredadores, virus, heterogeneidad del sustrato,
gradientes quimicos y espaciales dificultan la interpretacién de los resultados
obtenidos sobre la actividad y caracteristicas de crecimiento de grupos especificos
del bacterioplancton (Pernthaler & Amann 2005). Sin embargo, la informacion
recopilada ha permitido proponer hipétesis atrayentes sobre diferentes estrategias

y capacidad de crecimiento de poblaciones microbianas en diversas condiciones



(Pernthaler et al. 1997, Hahn et al. 1999, Pernthaler et al. 2001b, Warnecke et al.
2004, Simek et al. 2005, 2006, 2007; Weinbauer et al. 2006; Jezbera et al. 2006).

La medicion in situ de las tasas de crecimiento de la comunidad procariota total y
de poblaciones seleccionadas permitira entender la magnitud de los procesos en
los que participan dichos microorganismos; este conocimiento contribuira a un
mejor entendimiento del funcionamiento de los sistemas acuaticos (Pernthaler et
al. 1996, Gasol et al. 2002b; Pernthaler 2005; Jardillier et al. 2005). Estas
consideraciones son mas importantes cuando se refieren a ecosistemas acuaticos
tropicales en los cuales la informacion disponible es escasa. En Colombia es

notable la ausencia de estudios sobre la ecologia del plancton procariota.

En este trabajo de grado se abordaron algunas preguntas relacionadas con el
anterior planteamiento. Se realizé como parte de las actividades de un proyecto de
investigacion denominado “Evaluacién experimental del efecto de la bacteriovoria
sobre la productividad y estructura de la comunidad bacteriana en el embalse de
Neusa” (Canosa et al. 2008) llevado a cabo por investigadores del grupo de
Microbiologia Acuatica de la Universidad Jorge Tadeo Lozano de Bogota. Trabajos
previos en el embalse de Neusa permiten contar con informacion sobre
variaciones de densidad y distribucion del bacterioplancton, virioplancton,
nanoplancton heterotrofo y autétrofo (Canosa & Pinilla 1999, Canosa 2002), asi
como de la estructura y dinamica de los grupos a-y-B-Proteobacteria, Cytophaga -

Flavobacter y el dominio Archaea (Canosa & Nifio 2005).

En el presente estudio se determinaron las tasas especificas de crecimiento de la
comunidad procariética total, de los dominios Bacteria y Archaea y del grupo 3
Proteobacteria en dos regiones del embalse de Neusa. Se utilizaron diferentes
metodologias que incluyeron el disefio de un sistema experimental in situ con

bolsas de dialisis (Herndl et al. 1992), la técnica de hibridacion in situ con sondas



fluorescentes (FISH) para valorar las poblaciones mencionadas y Ila de

epifluorescencia para obtener datos de la densidad total de procariotas.



1. MARCO TEORICO

1.1 COMUNIDADES MICROBIANAS DEL PLANCTON

Hasta ahora no hay un acuerdo general para denominar los organismos que
forman parte del plancton. El tamafo es una propiedad util que ha sido utilizada en
la clasificacion de los organismos que forman parte de la red trofica plancténica.
Respecto a los microorganismos, dimensionalmente se han agrupado en tres
ordenes de magnitud, se habla del microplancton cuando se hace referencia a
aquel conformado por organismos entre 20 y 200 uym, del nanoplancton entre 2 y
20 um, del picoplancton entre 0.2 y 2 um (Sieburth et al. 1978, Fenchel 1988), otro
grupo sugerido ha sido denominado femtoplancton entre 0.02 y 0.2 pm

conformado principalmente por virus (Fenchel 1988).

Otra clasificacion tiene en cuenta la capacidad de los organismos de elaborar su
propia materia organica a partir de sustancias organicas (heterotrofos) o
inorganicas (autotrofos), segun esta clasificacion si se trata de microorganismos
heterétrofos se les denomina zooplancton y si son autétrofos fotosintéticos,
fitoplancton. También se pueden designar de acuerdo al grupo al que pertenecen,
por ejemplo bacterias, bacterioplancton, Archaea, arqueoplancton y virus,
virioplancton (Sieburth 1979).

En algunas ocasiones por comodidad se combinan unos términos con otros. Por
ejemplo el término heterotrofo nanoflagelado (HNF) describe a protozoos
flagelados heterétrofos (zooplancton) cuyo tamafio esta entre 2 y 20 pm

(nanoplancton).



1.1.2 importancia de las comunidades procariotas del plancton.

Se estima que el nimero de organismos procariotas en el agua esta entre 10° y
10° células.mL™", albergando una gran diversidad de especies y una alta riqueza
metabdlica, y permitiendo que estos microorganismos se conviertan en un recurso

potencial de genes con aplicabilidad biotecnoldgica y médica (Pedros-Alié 2006).

Esta elevada diversidad permite asimismo que la comunidad procariota juegue un
papel fundamental en el flujo de materia y energia en los ecosistemas acuaticos,
como una consecuencia intrinseca de su densidad, eficiente respuesta a distintos
nutrientes y el potencial de crecimiento (Gasol 1994). De esta manera la materia
organica disuelta (MOD) y la materia organica particulada (MOP) es modificada
principalmente por las bacterias heterotréficas del plancton. Estos conceptos estan
integrados en la hipotesis del bucle microbiano, la cual plantea el reciclaje de la
MOD por bacterias y arqueas heterotréficas y su posterior flujo en forma de MOP
(los mismos procariotas) a la red trofica acuatica a través de heterétrofos
nanoflagelados y ciliados (Pomeroy, 1974; Azam et al. 1983; Sanders et al. 1992).
Estos procesos adquieren un valor clave en la medida que su entendimiento
puede conducir al planteamiento y precision por ejemplo de modelos actuales de

cambio climatico (Pedros-Ali6 2006).

1.2 FACTORES DE CONTROL DEL PLANCTON PROCARIOTA

El entendimiento del papel de bacterias y arqueas en los ecosistemas acuaticos se
enfrenta a la paradoja de que a pesar de una gran capacidad de crecimiento su
densidad se mantiene relativamente constantes (Cole & Caraco 1993). De esta
manera surge un evidente interés por conocer los mecanismos ecoldgicos que

regulan a las bacterias y arqueas.



Algunos estudios muestran que el crecimiento, densidad y estructura del plancton
procariota pueden ser regulados por varios factores que incluyen: a). la
disponibilidad de sustratos organicos e inorganicos (Cole et al. 1988; Wright 1998;
Pace & Cole 1994), control denominado por sustrato (bottom up). b). la
depredacion por protozoos y la lisis viral que implica mortalidad bacteriana
también llamado control por depredadores (top down) (Wright 1988, Proctor &
Fuhrman 1990, Sherr et al. 1992, Cole et al. 1998, Fuhrman 1999, Strom 2000,
Thingstad 2000, Simek et al. 2001, 2003, Hahn & Hofle 2001), y c). otros factores
ambientales como la temperatura (Shiah & Ducklow 1993, Sommaruga & Conde
1997, Gurung et al. 2000).

La complejidad de las interrelaciones entre las anteriores variables en sistemas
naturales, ha dirigido los esfuerzos de investigacion a lograr predecir la
importancia de los distintos factores en el control de las poblaciones bacterianas

en sistemas acuaticos determinados (Gasol et al. 2002).

1.2.1 Modelos empiricos del control de la densidad y crecimiento procariota.

Ecologicamente la biomasa de una poblacion de organismos esta determinada por
el balance entre sus tasas especificas de crecimiento y de mortalidad. Las
poblaciones que estan sujetas a perturbaciones logran un rapido crecimiento en
brotes erraticos o irregulares (oportunistas), mientras que aquellas que logran
densidades mas estables alcanzan una mayor capacidad de competencia
(estrategias r y k, respectivamente). Diversos modelos empiricos han intentado
explicar el comportamiento de las comunidades procariotas ante los factores que

las controlan desde el punto de vista de estos conceptos (Weinbauer & Hofle



1998, Gasol & Duarte 2000, Pernthaler 2005), originalmente utilizados en ecologia

de macroorganismos.

Figura 1. Modelo logistico dependiente de la densidad de regulacién de las

comunidades del bacterioplancton propuesto por Wright & Coffin (1983).
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Fuente: Pernthaler 2005. Predation on prokaryotes in the water column and its

ecological implications. Nature Review Microbiology. 3: 537-546.

Wright & Coffin (1983) propusieron un modelo logistico dependiente de la
densidad de organismos para estudiar la dinamica de crecimiento de las

comunidades microbianas. En dicho modelo se predice que si la densidad



bacteriana se aproxima a la capacidad de carga del ambiente, se hallara una
correlacién negativa entre las tasas especificas de crecimiento y densidad
bacteriana, asumiendo limitacion por recursos. Por el contrario, si la densidad y las
tasas especificas de crecimiento bacteriano no poseen relacién, se asume un

control por depredacién (figura 1).

Figura 2. Modelo empirico de regulacién del bacterioplancton planteado por Gasol
(1994)

| Butrofico

Fuente: Modificado de Pernthaler 2005. Predation on prokaryotes in the water

column and its ecological implications. Nature Review Microbiology. 3: 537-546.



El modelo propuesto por Gasol (1994), plantea un acoplamiento entre las
densidades de bacterias y sus principales depredadores, los HNF (acople
depredador-presa). El grado de acoplamiento depende del estado trofico del
sistema. En ambientes oligotréficos, se obtiene una mayor tendencia de acople
entre las bacterias y los HNF (Gasol et al. 2002), sugiriendo que en estos
sistemas el crecimiento estaria regulado por depredacion. Por otro lado, en
ecosistemas eutréficos, esta relacion tiende a alejarse, la distancia entre el
maximo tedrico de abundancia de HNF y la abundancia observada aumenta
(figura 2), sugiriendo que en ecosistemas eutréficos el crecimiento estaria

regulado por recursos (Gasol et al. 2002).

Con el hallazgo en la década de los 90 de virus en la columna de agua (Proctor &
Fuhrman 1990) en abundancias de un orden de magnitud superior a las bacterias,
se propuso que los virus junto con los heterétrofos nanoflagelados son los
principales agentes de mortalidad y pueden llegar a afectar considerablemente la
riqueza de las comunidades procariotas. Thingstad (2000), planteé que el ataque
viral es dependiente de la densidad de organismos, afectando a los organismos
mas abundantes de la comunidad y con elevadas tasas de crecimiento, esta

hipotesis ha sido denominada “matando al vencedor” (killling the winner).

Pedros-Alio (2006) plante6 un modelo para interpretar y esclarecer la importancia
relativa de la lisis viral y depredacion en el control de las densidades procariotas.
Segun este modelo, en el ecosistema acuatico se mantienen en crecimiento activo
taxones procariotas en elevadas abundancias que participan en el flujo de carbono
y energia, y que ademas sufren intensas perdidas por depredacion vy lisis viral.
Ademas de estos taxones, existe otro “pool” 0 banco de taxones raros, que se
caracterizan por no crecer o presentar tasas de crecimiento bajas, con densidades
muy bajas y que no se ven afectadas por los anteriores agentes de mortalidad, lo

que probablemente contribuye a mantener las densidades estables (figura 3).



Figura 3. Modelo de regulacion de densidades y crecimiento procariotas por parte

de depredadores y virus.

Extincion Dispersion
Crecimiento

activo ﬁ ﬁ

Depredacion,
f lisis viral Muerte Inmigracion

ﬁ celular

Muameros de individuos

Abundantes +——— Rango de taxones ————— Raros

Fuente: Modificado de Pedros-Alio 2006. Marine microbial diversity can it be
determined?. Trends In Microbiology. 14: 257-263.

1.3 METODOS DE ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES PROCARIOTAS

La comprobacién de los anteriores modelos del funcionamiento de las
comunidades procariotas in situ se encuentra dificultado por una variedad de
limitaciones técnicas incluyendo los artefactos introducidos en las metodologias

usadas.

Un objetivo central en la ecologia microbiana es la identificacion y cuantificacion
de los microorganismos que habitan los ambientes estudiados (Daims et al. 1999).
Se estima que alrededor del 1-10 % de los organismos de las comunidades

procariotas de los sistemas acuaticos son capaces de crecer en medio de cultivo
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(Amann et al. 1995). En los ultimos afos se ha revelado que la diversidad de
bacterias y arqueas excede desproporcionadamente el numero de
microorganismos que han sido cultivados (Wagner 2004). Se sabe ahora que las
técnicas de cultivo tradicionales brindan escasa informacién acerca de los
verdaderos requerimientos nutricionales y de crecimiento de la diversidad natural
de los microorganismos, ademas la taxonomia clasica bacteriana depende
fuertemente de las caracteristicas metabdlicas asignadas después de su

aislamiento.

Actualmente el analisis molecular de las comunidades microbianas, a partir de
moléculas de interés filogenético como el rRNA se utilizan para complementar los
estudios (Woese et al. 1983, Olsen et al. 1986, Woese 1987). Por ejemplo, con la
utilizacion de analisis comparativo de secuencias de rRNA e hibridacion
fluorescente in situ se ha aprendido sobre la diversidad y estructura de complejas

comunidades microbianas in situ (Amann et al. 1995).

La informacion obtenida a partir de la hibridacion fluorescente in situ posee un
valor ecologico importante ya que puede dar una aproximacion de la distribucidn
de biomasa, cambios en densidades, morfologia, comportamiento bacteriano y
estrategias de vida de grupos bacterianos definidos, ademas puede permitir
evaluar estas propiedades ante diferentes condiciones ambientales,
perturbaciones o presion por depredacion (Simek et al. 1997, Pernthaler et al.
1998; Muyzer et al. 1998; Glockner et al. 1999; Jurgens et al. 1999, Weinbauer &
Hofle 1998, Pernthaler et al. 2001a).

1.3.1 Hibridacion fluorescente In situ.

La hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH) es una herramienta usada

en la aproximacion de estudios en ecologia y evolucion microbiana (Olsen et
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al.1986). Esta técnica fue desarrollada por DeLong (1989) y aplicada en primera

instancia por Amann et al. (1990) en estudios de microbiologia ambiental.

Esta técnica consiste en el uso de sondas (oligo o polinucledtidos), con
secuencias complementarias de secuencias del 16S y/o 23S del rRNA en el caso
de microorganismos. Estas sondas estan marcadas covalentemente en su
extremo 5’ con un fluorocromo (Cy3, Cy5, fluoresceina, tetrametilrodamina, Texas
red) y se detectan mediante microscopia de epifluorescencia. Durante el
procesado de las muestras se favorece el acceso de la sonda marcada a la célula
(en condiciones de astringencia) para hibridar secuencias complementarias

especificas en el ribosoma (Moter & Gobel 2000) (figura 4).

FISH es una técnica directa ya que permite la deteccidon en muestras ambientales
de numerosos grupos procariotas a diferentes niveles filogenéticos (desde
especies hasta dominios), permitiendo determinar densidades, morfologia y
estado fisioldgico (cantidad de rRNA), asi como determinar dinamicas en las tasas

de crecimiento a partir de cambios en las densidades celulares.

La cantidad de rRNA celular depende fuertemente del estado fisiologico de las
poblaciones procariotas, debido a que muchas células en los sistemas acuaticos
presentan un crecimiento discontinuo (Kerkhof & Kemp 1999) o estados
prolongados de dormancia o inactividad (Morita 1997, Lebaron et al. 2001). Esta
variacion en el contenido de rRNA limita la efectividad y deteccion in situ con el
uso de sondas fluorescentes debido a la variabilidad de la intensidad de la senal
de hibridacion (DelLong et al. 1989, Oda et al. 2000, Wagner 2004).En este
sentido, células con bajo contenido de rRNA y una baja permeabilidad de la sonda

a las células diana no serian detectadas.
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Estas limitaciones pueden ser sustanciales en ambientes sujetos a prolongadas

condiciones de oligotrofia (Amann et al. 1995). Sin embargo estos problemas

pueden solucionarse en algunos casos mediante el uso de protocolos apropiados

de hibridacion (Manz et al. 1992, Kubota et al. 2006).

Figura 4. Esquema general del procedimiento usado en la hibridacion in situ con

sondas fluorescentes

Hibridacion frz Situ con Sondas Fluorescentes

FITACION |

3

am

QLIGONUCLEOTIDOS MARCADOS
HIBRID ACION CONCY3

(FISH)
SOMNDA FLUOROCROMO
I = IFe
CONTEDQ DE CELULAS
MUESTRA MARCADAS

MICROSCOPIA
CELULAS FIJADAS  RIBOSOMAS e i
PERME ABILIZADAS W—— ]

Fuente: Modificado de Glockner 2002. Fluorescence In Situ Hybridization.

http://www.mpi-bremen.de/molecol/fog/fish1.html
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1.3.2 Técnica de epifluorescencia.

La técnica de microscopia de epifluorescencia es una técnica tradicional de conteo
directo que permite el recuento total de las células procariotas en muestras de
agua natural. Se utiliza microscopia de epifluorescencia y tincion de los acidos
nucleicos celulares con fluorocromos especificos como la naranja de acridina (AO)
(Hobbie et al. 1977) o el 4°-6" diamidino- 2 — fenilindol (DAPI) (Porter & Feig 1980).
Las células tefidas fluorescen cuando se estimulan con luz en una longitud de
onda adecuada. Las células tefidas con AO fluorescen en tonos naranja, rojizos o
verdes brillantes cuando son excitadas con luz azul, las tefidas con DAPI

fluorescen azul claro cuando son excitadas con luz ultravioleta.

El uso de rejillas oculares o de analisis de imagen favorece el conteo de las
células fluorescentes que han sido retenidas previamente en filtros con tamafo de

poro uniforme.

1.3.3 Estudio del crecimiento procariota in situ.

Existen diversos métodos para medir las tasas de crecimiento in situ, algunos
incluyen técnicas de cultivo, otros se basan en la medicion de los cambios en el
numero de células, obtenido a partir de los conteos directos o estimando la
frecuencia de células en division (Hagstrom et al. 1979, Di Siervi 2002), o también
se pueden estimar las tasas de crecimiento in situ midiendo la incorporacion de
varios precursores marcados radiactivamente, como por ejemplo 3H- timidina que
se incorpora al DNA y 3H- leucina que se incorpora en proteinas después de ser

asimilados por los microorganismos (Bell 1993).
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En algunos estudios se han usado inhibidores eucariotas para estimar tasas de
crecimiento procariota en ausencia de sus depredadores (Newell et al. 1983). El
uso de bolsas de dialisis in situ (Turley & Lochte 1986, Herndl et al. 1993) permite
también estudiar las comunidades procariotas en cortos intervalos de tiempo, bajo
las condiciones ambientales del sistema y asi dilucidar aspectos claves de este
compartimiento. Otro método aplicado es la incubacion de muestras en botellas

cerradas (Landry et al.1995).

Diversos artefactos metodolégicos pueden llegar a constituir un impedimento en la
interpretacion de los factores que influyen en el crecimiento y participacion de los
microorganismos in situ (Jugnia et al. 2006). Un método adecuado que permita
valorar las tasas de crecimiento en los sistemas acuaticos debe atender al menos
las siguientes premisas, especificad para los microorganismos, aplicabilidad a una
variedad de estados de crecimiento, la tasa de crecimiento no debe alterarse con
la manipulacion experimental y mostrar precision y sensibilidad en incubaciones
cortas (Di siervi 2002).

1.4 TASAS DE CRECIMIENTO E IMPLICACIONES ECOLOGICAS DE LOS
GRUPOS DE PROCARIOTAS DENTRO DE LA COMUNIDAD
MICROBIANA

Diferentes sondas de oligonucleétidos de los dominios Bacteria y Archaea, asi
como de niveles taxondmicos intermedios (divisiones) y especificas (géneros y
especies) han sido disenadas recientemente con el fin de monitorizar la
participacion de los diferentes grupos/organismos en los procesos de flujo de
carbono y energia, ademas de obtener informacién sobre sus densidades y

composicidén dentro de los sistemas acuaticos (Amann et al.1995, Loy et al. 2007).
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Debido a que en este trabajo se determinaron las tasas de crecimiento de
procariotas al igual que de los dominios Bacteria y Archaea y del grupo B
Proteobacteria, a continuacion se hara un breve comentario acerca de su

presencia en ecosistemas acuaticos continentales.

1.4.1 Dominio Bacteria.

La informacion recopilada recientemente de microorganismos del dominio Bacteria
mediante técnicas como el FISH, ha permitido proponer hipétesis atrayentes sobre
las implicaciones ecolégicas de las diferentes capacidades del crecimiento
bacteriano y posibles estrategias de vida de sus diferentes linajes filogenéticos
(Simek et al. 2006, 2007). Por ejemplo se ha mostrado que la biomasa, tasas de
crecimiento y actividad de grupos como  Actinobacteria,  Proteobacteria
(subdivision a, B, y y), el grupo Cytophaga — Flavobacteria (ricos en guanina-
citocina) estan relacionados positivamente con los mecanismos de control ya
mencionados (Pernthaler et al. 1997, Hahn et al. 1999, 2003, Pernthaler et al.
2001b, Warnecke et al. 2004, Jezbera et al. 2006, Weinbauer et al. 2007). En este
trabajo el dominio Bacteria fue detectado por medio de la sonda de
oligonucleotidos EUB338 (tabla 1), que esta dirigida a detectar la mayoria de
bacterias. Hibrida las posiciones 338-355 del extremo 3’ del 16S rRNA (Amann et
al. 1990).

1.4.2 Subdivision 3 Proteobacteria.

La division [B-Proteobacteria corresponde a wuna fraccion dominante del

bacterioplancton en los sistemas pelagicos y agregados de materia organica de
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los sistemas epicontinentales (Glockner et al. 1999). Esto indica probablemente
que las bacterias de este grupo contribuyen desproporcionadamente al flujo de

materia organica a niveles troficos superiores (Pernthaler & Amann 2005).

Algunos grupos de la subdivision B Proteobacteria estan involucrados activamente
en procesos de oxidacion y reduccion de amonio (Voytek & Ward 1995), solubilizar
la MOP vy el reciclaje de MOD disponible, ademas de la descomposicion de
aminoacidos en agregados de MOP y subsecuente liberacién al medio (Knoll et al.
2001).

1.4.3 Dominio Archaea.

El dominio Archaea parece tener una menor representacion en sistemas acuaticos
epicontinentales, entre el 2 y 5 % del plancton procariota (DeLong 1992) que el
dominio Bacteria. Poco se conoce sobre la ecologia y funcién del “arqueoplancton”
en estos ecosistemas (Ovreas et al. 1997, Pernthaler et al. 1998, Casamayor et al.
2000; Jurgens et al. 2000), ya que la mayoria de los estudios sobre arqueas
realizados hasta la fecha se han centrado en suelos, océanos, sedimentos y zonas

con condiciones ambientales extremas.

Posiblemente la contribucidn e importancia de este grupo ha sido subestimada y
miembros del “arqueoplancton” podrian estar involucrados activamente en los
ciclos biogeoquimicos de estos sistemas (Stein & Simon 1996, Rajagopal et al.
1998, Casamayor et al. 2001). La reciente acumulacién de informacion sobre
genes y genomas de miembros del dominio Archaea, posiblemente conllevara un
mayor conocimiento acerca de la ecologia de este tercer dominio (Schleper et al.
2005).
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La falta de trabajos y de informacién disponible sobre la ecologia del plancton
procariota en Colombia es un estimulo para desarrollar estudios que permitan
tener un mejor conocimiento sobre la presencia, distribucion y actividad de este
dominio de organismos. El propdsito de este trabajo de tesis es contribuir a este
conocimiento a través de la valoracion de las tasas de crecimiento de la
comunidad procaridtica total, de los dominios Archaea y Bacteria y de uno de sus
grupos representativos 3 Proteobacteria en un sistema experimental in situ en el

embalse de Neusa.

2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En Colombia los estudios sobre la dinamica y estructura del bacterioplancton son
muy limitados; sin embargo, algunos trabajos muestran que la densidad de las
poblaciones bacterianas son constantes en algunos cuerpos de agua lénticos
(Canosa & Pinilla 1998, 1999). Se sabe que en el embalse de Neusa, un
ecosistema acuatico alto andino, la estructura y dinamica del bacterioplancton esta
relacionada con los cambios en la densidad de los virus, los protozoos
nanoflagelados y el fitoplancton. (Canosa 2000; Canosa et al. 2002; Canosa &
Nifo, 2005), pero no se conoce sobre el cambio del numero de células en el
tiempo, debido en parte a dificultades técnicas relacionadas con el muestreo en

escalas temporales y espaciales.

Para tratar de entender la dinamica de la comunidad procariota en el embalse de
Neusa, en este trabajo de grado se valoraron las tasas de crecimiento de la
poblacién procariota total, de los dominios Bacteria y Archaea y del grupo

Proteobacteria en microcosmos. Se utilizé un disefio experimental con bolsas de
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dialisis y la técnica FISH para obtener datos de la densidad relativa de cada una

de las poblaciones mencionadas.

21 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Se pretendidé dar respuestas a las siguientes preguntas de investigacion:

¢ Existen diferencias significativas en las tasas de crecimiento de poblaciones de

los dominios Archaea y Bacteria en el embalse del Neusa.?

¢ Estas diferencias podrian explicar la baja representatividad del dominio Archaea

en el mismo cuerpo de agua?

¢ Tiene el grupo B Proteobacteria una mayor velocidad de crecimiento en el
tiempo, lo que explicaria que este grupo sea el de mas alta representatividad en el

embalse?
¢, Si existen esas diferencias, ello se podria comprobar en dos sitios contrastantes

del embalse, una zona con caracteristicas de contaminacioén y otra menos

alterada?
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar en dos regiones contrastantes del embalse de Neusa mediante un
sistema experimental in situ las tasas de crecimiento, definidas como el cambio en
el numero de células por unidad de tiempo, de la comunidad procaridtica total, de

los dominios Archaea y Bacteria, y del grupo B Proteobacteria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la densidad total de la comunidad procari6tica y las densidades
relativas de los dominios Bacteria y Archaea, y del grupo B Proteobacteria

utilizando epifluorescencia y FISH.

e Cuantificar la constante de velocidad de crecimiento (g) de la comunidad
procariotica total, los dominios Archaea y Bacteria y del grupo 3 Proteobacteria

e Relacionar y comparar las densidades y tasas de crecimiento de los grupos de
procariotas estudiados para dilucidar la preponderancia de estas comunidades

en el embalse.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 SITIO DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el embalse de Neusa, regidon de sub paramo, ubicado en el
departamento de Cundinamarca (Colombia) a 2960 metros de altitud (msnm). La
zona se caracteriza un régimen bimodal de lluvias con maximos de precipitacion
en abril y octubre y minimos en junio a agosto y diciembre. Este embalse se utiliza
como regulador de caudales, para la pesca, irrigacion y abastecimiento de algunos
acueductos regionales. Sus afluentes principales son los rios Cubillos y las
Juntas, que aportan cerca del 70% del caudal de entrada y pequenas quebradas
de caudales variables. Posee una profundidad maxima de 38 metros y es
considerado como un sistema oligo-mesoeutréfico (Canosa & Pinilla 1999) (figura
5).

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

Para determinar experimentalmente las tasas de crecimiento procariota in situ se
realizd un disefio que consisti6 en retener en bolsas de didlisis determinada
cantidad de agua del embalse. Se busc6 asi mantener las mismas condiciones
ambientales del embalse (experimento in situ) favoreciendo entrada y salida de
nutrientes (MOD) e impidiendo entrada y salida de los microorganismos. Para
lograrlo se usaron bolsas de didlisis con 75 mm de didmetro y un corte de peso
molecular (molecular mass cutoff) entre 12000 a 16000 Daltons (Herndl et al.
1993).
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Los experimentos in situ se llevaron a cabo en dos localidades: una caracterizada
por una mayor contaminacién antropogénica, la entrada del Rio Cubillos (estacién

1) y otra menos impactada como el de la presa (estacion 2) (figura 5).

En cada estacién de trabajo se recolectaron mediante botellas de Van Dorn, 6
litros de agua superficial (0.5 mts), que se distribuyeron en porciones de dos litros
en bolsas de dialisis, cada experimento se hizo por ftriplicado. Las bolsas se
incubaron in situ a una profundidad de 50 cm por un periodo de cuatro dias. Se
tomaron muestras de 30 mL durante las 0, 4, 14, 24, 38, 48, 72 y 94 horas de

incubacion (to, ta, t14, to4, tas, tag, t72 Y tos).

Figura 5. Localizacion del embalse de Neusa y sitios de incubacion. 1: Rio

Cubillos y 2: La Presa

=2 'Antillas Paises Bajos
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4.2.1 Toma de muestras biolégicas. En los distintos tiempos mencionados se
tomaron asépticamente muestras de agua de cada una de las bolsas en las
estaciones sefaladas. Dichas muestras se fijaron inmediatamente vy
posteriormente fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia en la

Universidad Jorge Tadeo Lozano donde finalmente se procesaron.

Para la determinacion de la densidad procariota total se tomaron 12 mL de
muestra que se fijaron con 2 mL gluteraldehido al 15% (concentracion final 2.5 %
v/v). Estas muestras se mantuvieron refrigeradas y protegidas de luz hasta su
procesamiento. Para la determinacion de los grupos seleccionados de procariotas
por la técnica FISH se fiaron 6 mL de cada muestra con 18 mL de
paraformaldehido al 4 % (pH 7.2) (proporcién 1:3). Se filtré inmediatamente sobre
filtros Nucleopore blancos de 0.22 um de diametro de poro (Millipore GTTP), y
utilizando filtros de soporte de acetato de celulosa. Los filtros se mantuvieron

refrigerados y a oscuras hasta su procesamiento (Canosa & Nifio 2005).

4.3 FASE DE LABORATORIO

4.3.1 Estimacién de la densidad procariética total. Debido a que este trabajo
forma parte de un proyecto general, los datos de densidad fueron suministrados
(Canosa et al. 2008) para los analisis de esta tesis. Sin embargo brevemente se
menciona el procedimiento empleado. Se usé la técnica de conteo directo por
epifluorescencia (Hobie et al. 1977 Kepner & Pratt 1994), estandarizada en el

Laboratorio de Microbiologia de la Tadeo (Canosa & Pinilla 1999).
A 8 mL de la muestra fijada, se adicionaron 1 mL de diluyente (agua desionizada

estéril filtrada) y 1 mL de naranja de acridina (AO), que se dejaron reaccionar por

15 minutos. Se filtraron 2 mL de la muestra tefida sobre membranas tipo Isopore
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Nucleopore de policarbonato de 0.22 um de diametro de color negro (Millipore
GTBP02500). Se utilizé para el conteo un microscopio Olympux BX 60 vy filtro de
excitacion de 450-480 nm (luz azul). Los conteos se realizaron sobre campos
microscopicos al azar, cubriendo la mayor parte del area del filtro. Se contaron un

minimo de 200 células por filtro.

Tabla 1. Sondas de oligonucleétidos empleadas en FISH para determinar la
densidad relativa de Bacteria, Archaea y [ Proteobacteria en un sistema

experimental en el embalse de Neusa

Diana
rRNA/
Sonda Especificidad  Secuencia especifica 5- 3’ posicion  Fuente
Manz
16S etal.
ARCH915 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 915-935 1992
Amann
16S et al.
EUB338 Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355 1990
Manz
23S etal.
BET 42a B Proteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT 1027-1043 1992
Wallner
16S et al.
NON338 Control negativo ACTCCTACGGGAGGCAGC 338-355 1993

Fuente: Investigador del Proyecto.

4.3.2 Determinacion de la densidad relativa de los dominios Bacteria y
Archaea y el grupo B Proteobacteria. Se emple6 el procedimiento de
hibridacion in situ con sondas fluorescentes FISH, para lo cual se utilizaron sondas
de oligonucleétidos DNA marcadas covalentemente en el extremo 5 con el
fluorocromo Cy3 (Glockner et al. 1996, Amann et al.1995, Seji 1998, Glockner et
al. 1999, Moter & Gobel 2000, Pernthaler & Amann 2004). Se siguio el protocolo
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estandarizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Jorge Tadeo
Lozano, con las sondas BET42a, EUB338, ARCH915 y la sonda blanco NON 388
(tabla 1) (Canosa & Nifio 2005).

43.21 Procedimiento FISH.

Cortado y marcaje de cada seccion de filtro. Cada uno de los filtros se dividié
en el laboratorio en 5 fragmentos. Cada fragmento se marcé con el nombre de la
sonda respectiva y el numero de muestra. Para cada muestra se dejo un

fragmento de filtro sin hibridar, que se utilizé6 como control de autofluorescencia.

Hibridacion. Cada seccién de filtro se colocé en laminas tratadas con gelatina
(0.1%), se adicionaron 20 microlitros de buffer de hibridacién (NaCl 5M; Tris-Hcl 1
M, pH 8.0; formamida 100 %; DDW; SDS 10%) con la sonda correspondiente en
una concentracion final de 2.5 ng/pL. Todas las hibridaciones se realizaron a 46° C
por 90 minutos en una camara humeda. Para las cuatro sondas se usd una

concentracion de formamida de 35 %.

Lavado. Cada seccidén se sumergio en 50 mL de solucién de lavado (Nacl 5M;
Tris-Hcl 1 M, pH 8.0; EDTA 0.5 M, DDW, SDS 10%) por 15 minutos en Bano Maria
a48°C.

Contracoloracién. Se utilizo el fluorocromo DAPI (4°, 6-diamidino-2-phenylindole)
con una concentracion de 2 ug/pL y un tiempo de exposicion de 4 minutos. Este
fluorocromo tifie la totalidad de células presentes en el filtro, que asi pueden ser
comparadas con la fraccién de células en el filtro que fueron permeables a las
sondas. Posteriormente los fragmentos de filtro se decoloraron con alcohol al 70 %

y dejaron secar.
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Montaje y conteo. Se us6 una mezcla de Citifluor y Vectashield (4:1) como liquido
de montaje. Para la observacién de las células tefidas con DAPI y las células
positivas para cada sonda, se utilizé un microscopio de epifluorescencia equipado
con dos cubos de fluorescencia, uno con filtro de excitacion en 535-550 nm para
diferenciar las células tefidas con la sonda marcada con Cy3 y el otro con uno en

450-480 nm para contar todas las células (tefiidas con DAPI).

Para el recuento y captura de las imagenes se usé una camara monocromatica
(CCD de Cohu, Inc. Serie 4910 RS 170 y CCIR) conectada al analizador de
imagenes Leica Qwin y el programa Image Tool. Los campos microscopicos se
tomaron al azar hasta completar un minimo de 300 células por fragmento de filtro.
Se contaron primero las células tefidas con DAPI y luego las marcadas con Cy3.
Los resultados se expresaron como el porcentaje del numero total de células

contadas con DAPI que eran observables o detectables con Cy3 (anexo 1).

4.4 ESTIMACION DE LAS TASAS ESPECIFICAS DE CRECIMIENTO
PROCARIOTA

Para determinar las tasas de crecimiento de la comunidad procariota total se
asumio un crecimiento exponencial. Los calculos se basaron en el cambio en el

numero de células en el tiempo.

Se uso la ecuacion general de crecimiento:

IuN,. - InNg

k()=
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Donde:

k es la tasa de crecimiento.

Nx (células. mL™") es el numero de organismos en un tiempo final (tx)
No es el nimero de organismos (células. mL™) en un tiempo inicial t,

tx- to tiempo de incubacion.

También se obtuvieron tasas de crecimiento de Bacteria, Archaea y del grupo 3
Proteobacteria de acuerdo a los datos de abundancia relativa obtenidos con la
técnica FISH durante el experimento in situ en los intervalos de los tiempos de

incubacion (to, ta, t1a, tos4, tas, tas, tr2 ¥ toa).

El tiempo de generacion para la comunidad procariota total, Bacteria, Archaea y 8

Proteobacteria se calculé a partir de la ecuaciéon general g = In2/k. (Anexo 2)

4.5 TRATAMIENTOS ESTADISTICOS

Se buscaron relaciones entre la comunidad procariota total, y los miembros de los
dominios Archaea y Bacteria y el grupo B Proteobacteria en las dos estaciones de
muestreo con el analisis de correlacion de Spearman. Las diferencias entre las
variables biolégicas en los intervalos de incubaciéon y las dos estaciones se
probaron con ANOVA factorial de tres vias. Todos los analisis estadisticos se

realizaron con el programa estadistico SPSS.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo de investigacion es uno de los primeros que aborda el estudio de la
dinamica del crecimiento in situ de las comunidades procariotas desde una
perspectiva experimental en un sistema acuatico de alta montafia en Colombia.
Con el uso de muestras obtenidas a partir de bolsas de dialisis se buscé una
mayor aproximacion a las condiciones naturales de cada uno de los sitios,
permitiendo que las poblaciones incubadas no se vieran afectadas por la
disponibilidad del sustrato, la temperatura y otras variables fisicas, quimicas y

bidticas del ambiente.

La temperatura promedio encontrada en el embalse durante el experimento in situ
fue de 15° C. Se obtuvieron valores promedio de clorofila a antes y al final del
experimento en la Presa y Cubillos de 17.5 pg/L y 19.4 pg/L respectivamente. La
densidad procariota promedio para Cubillos fue de 1.8 x 10° células. mL™ y de 1.3

x 10° células. mL™" para La Presa (Canosa et al. 2008).

5.1 DENSIDADES, TASAS DE CRECIMIENTO Y TIEMPOS DE GENERACION
DE LA COMUNIDAD PROCARIOTA

Se encontré un comportamiento similar en las densidades de los procariotas en
las muestras tomadas de los sistemas experimentales en el embalse,
especialmente en las primeras 24 horas (figura 6). Dentro de este intervalo de
tiempo las densidades disminuyeron a partir de tp hasta t14 y aumentaron para tys.
Posteriormente disminuyeron levemente para aumentar principalmente en las

bolsas incubadas en el rio Cubillos.

28



En Cubillos, un rapido aumento en las densidades desde t4s hasta t;, marco el
maximo durante el estudio, hacia el final del experimento (tg4) la densidad decrecié
levemente. Para La Presa se presentd un descenso constante en las densidades
desde ty4 hasta t7,, posteriormente aumentoé hasta el final del experimento (tos)
(figura 6; tabla 2).

Figura 6. Variaciones de la densidad total de procariotas determinadas durante la

incubacioén de los dos sistemas experimentales en el embalse del Neusa.
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Fuente: Investigador del Proyecto.

Las densidades de la comunidad procariota fueron mayores en el microcosmos
incubado en Cubillos, se encontraron correlaciones positivas significativas con el
tiempo de muestreo (r=0.75), con el grupo B-Proteobacteria (r=0.71) y con las
densidades del dominio Bacteria (r=0.95) (tabla 2). En tanto que en el experimento
incubado en La Presa solo se encontrd correlacion entre las densidades de la
comunidad procariota y el dominio Bacteria (r=0.82). Los resultados sugieren la
predominancia del dominio Bacteria dentro de la abundancia total de procariotas

en el embalse y un aumento aparente de las poblaciones de organismos de (3-
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Proteobacteria en respuesta a procesos de contaminacion como aquellos que se

dan en el sector de Cubillos en el embalse.

Tabla 2. Abundancia total de procariotas en los dos sistemas experimentales en el

embalse del Neusa.

Densidad Procariota
Células. mL"

Tiempo Cubillos La Presa
0 1.6x10° 1.3x10°8
4 1.0x10° 9.4 x10°
14 8.4 x10° 8.7 x10°
24 23x10° 1.8x10°
38 20x10° 1.5x10°
48 1.6x10° 1.4x10°
72 28x10° 9.5x10°
94 25x10° 1.6x10°

Fuente: Investigador del Proyecto.

Tabla 3. Coeficientes de correlacion entre las densidades de procariotas y

los grupos en estudio en el sistema experimental incubado en Cubillos.

Densidades B
Tiempo Procariotas Eubacteria  Proteobacteria
Tiempo 0.84**
Procariota 0.75™ 0.95** 0.71*
Eubacteria 0.85** 0.95** 0.86*

** Correlacion significativa al nivel de 0.01
* Correlacion significativa al nivel de 0.05

Fuente: Investigador del Proyecto.
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La tasa de crecimiento total procariota en el sistema experimental incubado en
Cubillos (t a tgs) fue de 0.0046 h™' y el tiempo de generacion en el mismo periodo
de 149.5 horas (6.2 dias). En las primeras 14 y después de las 24 y las 72 horas
de incubacion, la tasa especifica de crecimiento fue negativa (disminucion del
crecimiento, por muerte o pérdida de células) solamente se observd crecimiento
exponencial entre las 14 a 24 y de las 48 a 72 horas (figura 6), en estos intervalos,
se obtuvieron tasas de crecimiento de 0098 y de 0.023 h™' con tiempos de

generacion de 7 y de 30 horas respectivamente (figura 7).

En La Presa la tasa de crecimiento total fue de 0.0032 h™' con un tiempo de
generacion de 215.9 horas (8.9 dias). El crecimiento exponencial se observé en
dos intervalos, entre las 14 a 24 y 72 a 94 horas, con tasas de crecimiento de
0.07 h'y 0.024 h™' y tiempos de generacién de 9.9 y 28.3 horas respectivamente
(figura 7). Aparentemente en ambos sitios las tasas de crecimiento son similares,
ligeramente mayores en la entrada del rio Cubillos en el cual se encuentra la

mayor alteracion antropogénica.

Figura 7. Variacion en las tasas de crecimiento procariota en los dos sistemas

experimentales en el embalse del Neusa durante todo el periodo del estudio.
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Fuente: Investigador del Proyecto.
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No se encontraron diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de los
organismos procariotas entre los dos sitios de incubacién en el embalse (p=0.89)
pero si las hubo entre los grupos procariotas y las diferentes horas de muestreo
(P=0.001) ANOVA P < 0.05) (tabla 4).

Tabla 4. Diferencias estadisticamente significativas entre tasas de crecimiento y
sitios de incubacidn, tiempo de muestreo y grupos de organismos en estudio

(Procariota, Bacteria, B Proteobacteria y Archaea). ANOVA de tres vias.

Variables F P

Horas de muestreo 0.880072 0.513236

Sitios de incubacion 0.016403 0898397

Grupo de bacterias 1.650345 0.198147

Tiempo de muestreo * Sitios de incubacion 2.056352 0.067041
Tiempo de muestreo *grupo de bacterias 3.137210 0.001012
Sitios de incubacion * grupo de bacterias 0.182964 0.833129

Hora de muestreo™* Sitio de incubacion *grupo de bacterias 0.623332  0.816782

Nivel de significancia P < 0.05.

Fuente: Investigador del Proyecto.

Las tasas de crecimiento encontradas en este trabajo son similares a las
encontradas por Jugnia et al. (2006) en el bacterioplancton de embalses
mesoeutréficos (0.013 - 0.07 h™"). Weinbauer et al. 2003 reportaron para la zona
de entrada del afluente principal de un embalse mesoeutréfico un valor mas alto
de 0.03 h™y en la zona menos eutréfica valores mas bajos (0.01 h™'), sugiriendo

un mayor crecimiento procariota en ambientes con mayor presencia de nutrientes.
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En Neusa, la entrada del rio Cubillos al embalse transporta gran cantidad de
nutrientes lo que sumado a la presencia de macrofitos litorales en esta zona
representan un importante aporte de material organico (Canosa & Nifio 2005).
Esta situacion permite proponer que los procariotas en este sitio juegan un papel
importante en el rapido aprovechamiento de nutrientes, hipétesis que esta
corroborada por las mayores densidades procariotas y menores tiempos de

generacion encontrados en este trabajo en esta zona.

Aunque la medicién de la densidad viral no fue un objetivo en este estudio, se
debe considerar que la lisis viral, mecanismo de control (top-down), puede
influenciar la dinamica de crecimiento de la comunidad procariota y los demas

grupos (Weinbauer et al. 2003).

Canosa et al. (2008) encontraron una mayor presencia de virus en Cubillos en t4s
(2.3 x 10" psv. mL") y en ty para La Presa (2.0 x 10" psv. mL™),
correspondiéndose con momentos en los cuales la abundancia de células
procariotas disminuyo levemente, principalmente en Cubillos en donde las
densidades celulares disminuyeron a medida que los virus alcanzaron su maxima
abundancia. Este aumento en la densidad viral (t48) coincide también con la
disminucién en la tasa de crecimiento (de 0.016 a 0.0021 h™') en Cubillos, mientras
que en La Presa las tasas de crecimiento especificas se mantuvieron
relativamente constantes, con excepcién de t;» cuando se presentd un valor
negativo. Algunos estudios muestran que la lisis viral es un factor que conlleva a
variaciones en las tasas de crecimiento de los procariotas con relativa frecuencia,
y que el efecto del ataque viral es mas significativo en ambientes mas productivos
(Abedon 2008; Bettarel et al. 2004; Weibauer et al. 2003).
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5.2 DENSIDADES RELATIVAS DE EUBACTERIA, ARCHAEA Y BETA
PROTEOBACTERIA OBTENIDAS CON LA TECNICA FISH

5.2.1 Densidades relativas del dominio Eubacteria.

En la tabla 5 se muestran los porcentajes de hibridacién encontrados para todos
los grupos estudiados, durante los tiempos de incubacion definidos, en los
experimentos ubicados en la entrada del rio Cubillos y en La Presa en el embalse

del Neusa.

Tabla 5. Fraccidon (%) del total de células detectadas con las sondas usadas en
este trabajo para Eubacteria (EUB338), B Proteobacteria (BET42a), Archaea
(ARCH915) y la sonda control (NON338).

Bacteria B Archaea Control
Proteobacteria Negativo
Tiempo . La . La . La . La
(horas) Cubillos Presa Cubillos Presa Cubillos Presa Cubillos Presa
0 69.8 83.8 35.2 21.1 3.2 2.1 1.42 1.11
4 77.1 71.7 55 64.2 3.6 3 1.66 3.73
14 70.7 75 27.6 37.2 2.6 3.8 0.69 0.83
24 60.8 62.9 24.5 19.8 1 0.6 0.40 0.43
38 71.2 71.7 9 5.6 1.2 2.2 0.32 0.67
48 79.5 52 47.2 10.5 0.8 0.3 0.39 0.51
72 91.4 66.7 60.6 41.5 1.7 1.2 0.70 0.87
94 87 76.6 68.8 48.3 23 1 0.69 0.35
Media 75.9 70.03 41 31 2 1.8 0.78 1.06
DVS 9.4 9.6 20.4 20.1 1 1.2 0.49 1.11

Fuente: Investigador del Proyecto.
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La eficiencia de hibridacion definida como la totalidad de células detectables con la
sonda del dominio Bacteria, EUB338, mostrd una eficiencia del 76 % (DVS x 10%)
del total de las células tefiidas con DAPI para el rio Cubillos. Se encontré una leve
disminucion en ty4 sin embargo a las 38 horas se observé un aumento constante
en los porcentajes de células que hibridaron con la sonda EUB338 hasta el final

del experimento (figura 8).

En La Presa, la eficiencia de hibridacion fue de 70 % (DVS % 9.6 %) del total de las
células tenidas con DAPI (tabla 5). Al igual que en Cubillos, se presenté una
disminucién en el porcentaje de células en ty4, aumentando levemente para tsg,
posteriormente se observo una disminucion para t45, a partir de este momento

aumentan las densidades hasta el final del experimento (tabla 5).

Figura 8. Variaciones en las densidades celulares del dominio Bacteria y la
comunidad procariota total en los dos sistemas experimentales en el embalse de

Neusa.
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Fuente: Investigador del Proyecto.
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Se encontraron diferencias numéricas cuando se compararon las densidades de
organismos del dominio Bacteria respecto a la comunidad procariota total (figura
8). Desde un punto de vista tedrico se esperaria que la fraccion total de células
procariotas esté conformada por una mayor proporcién de células del dominio
Bacteria y una porcion restante por células pertenecientes a Archaea. Sin

embargo las proporciones de Archaea, en este estudio, fueron muy bajas.

De acuerdo a la técnica, la senal positiva de una célula procariota detectada con
FISH en una muestra ambiental permite identificar el organismo asi como mostrar
su presencia en dicho ambiente. Sin embargo la ausencia de senales de
hibridacion con la técnica FISH y una sonda especifica, por ejemplo EUB338, no
necesariamente indica que el organismo no esta presente en el ambiente, esto
esta relacionado con algunas de las desventajas del procedimiento. Primero, se
necesitan un ndmero minimo de células de 10° -10* células.mL” para ser
detectables. En segundo lugar, se debe considerar que algunos tipos celulares
procariotas, como por ejemplo bacterias Gram positivas y arqueas, pueden
resultar impermeables a las sondas de oligonucleétidos debido a su envoltura o
pared celular caracteristica, incluso después de las actividades de fijacion. Otro
factor que se debe tener en cuenta es la distinta actividad de las diferentes células

en la columna de agua.

Se cree que una determinada fraccion del plancton procariota esta conformada por
células inactivas, las cuales por tanto presentarian pocos ribosomas, lo cual
dificulta su deteccién en el procedimiento clasico de FISH utilizado en este estudio
(Amann et al. 1995, Lebaron et al.2004, Pedros-Alio 2006, Glockner et al.1999).

En la figura 9 se muestran imagenes obtenidas con el uso de la sonda EUB338.
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5.2.2 Densidades relativas de las poblaciones de B Proteobacteria.

Canosa & Nino (2005) reportaron una importante dinamica espacial y temporal del
grupo B Proteobacteria en el embalse de Neusa, sugiriendo que estas poblaciones
son un componente clave en este sistema. De acuerdo a los resultados
encontrados en este estudio, la proporcion de [ Proteobacteria en las bolsas
incubadas en Cubillos fue 41% (DVS % 20), y en La Presa 31 % (DVS % 20) (tabla
5). Los dos sitios presentaron una dinamica similar en cuanto a la proporcién y
densidad de los organismos en este grupo (figura 10). También se encontré una
correlacion fuerte de este grupo con Eubacteria en Cubillos (r=0.86) situacion no

encontrada en La Presa (tabla 3).

Se observé un aumento en las densidades relativas de 3 Proteobacteria desde tpa
t4, en los dos sitios de incubacion (55 % cubillos y 64 % La Presa), a partir de t4
hubo un descenso constante hasta tszg, en este tiempo se alcanzaron minimos
porcentajes tanto para Cubillos (9.0 %, DVS £ 4 %) como para La Presa (5.6 %,
DVS % 0.3%). A partir de las 38 horas de incubacién se encontré un aumento en
las densidades, alcanzando un pico maximo en Cubillos de 69 % (DVS + 17.7) y
una densidad relativa final de 48% (DVS z 8.6) para La Presa a las 94 horas
(figura 10 y tabla 5).

Simek et al. (2001), encontraron en un embalse meso-eutréfico porcentajes
similares de B Proteobacteria al evaluar la participacion de diferentes grupos
bacterianos en la estructura de la comunidad procariota en similares condiciones
de incubacion a las utilizadas en este estudio; estos autores destacan la elevada
proporcion de este grupo respecto a Bacteria y lo proponen como un grupo
fundamental dentro de los procesos de produccion de biomasa bacteriana en la

columna de agua.
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Figura 9. (a) y (c) numero total de células coloreadas con DAPI y capturadas con
luz ultravioleta. (b) y (d) los mismos campos en los que se aprecian las células

hibridadas con la sonda EUB388 marcada con Cy3 y capturadas con luz verde.

Fuente: Investigador del Proyecto.
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Figura 10. Variacion de los porcentajes de células hibridadas para la sonda

BET42a en los dos sistemas experimentales en el embalse del Neusa.
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Fuente: Investigador del Proyecto.

La mayoria de células que hibridaron con la sonda EUB338 a partir de ts,
correspondieron a [ Proteobacteria, cabe sefialar que en muchos casos se
observé un aumento en el tamafio celular asi como una mayor intensidad en la
sefal de hibridacién (figura 11). Los mecanismos que inducen el aumento de
tamaro, como el observado en este trabajo, es una cuestidn bastante discutida en
el campo de la ecologia microbiana acuatica, fendmeno observado principalmente

cuando los procariotas estan sometidos a procesos de depredacion.
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Figura 11. (a) y (b) imagenes de las muestras en las primeras horas de
incubacion. (a) Abundancia total en el campo (DAPI y luz ultravioleta) (b)
abundancia de B Proteobacteria en el mismo campo (sonda BET42a y Cy3). (c) y
(d) imagenes capturadas después de 48 horas de incubacion. (c) abundancia total

de células en el campo (d) células hibridadas con la sonda 3 Proteobacteria. Las

flechas indican las correspondientes células que hibridaron.
B

Fuente: Investigador del Proyecto.
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Muchos modelos de interaccion depredador-presa (Simek et al. 2001) sefialan la
aparicion de células grandes como una respuesta ante una fuerte presion de
depredacion por parte del zooplancton, heterétrofos nanoflagelados y ciliados, es
decir, control “Top-down" (Simek et al. 1997, Jurgens et al. 1999; Langenheder &
Jurgens 2001, Jezbera et al. 2005). También podrian indicar una respuesta
indirecta ante el reciclaje de nutrientes, control “Bottom-up”, producto de la
constante depredacion y liberacion de MOD, la cual las bacterias aprovecharian

para crecer (Pernthaler et al. 1997).

Ya se habia reportado en el embalse de Neusa una situacién similar en la que el
aumento en las densidades de B Proteobacteria se correlaciond significativamente
con la disminucién en las densidades de uno o varios grupos bacterianos (como a
y/o y Proteobacteria y/o el grupo Cytophaga-Flavobacterium) (Canosa & Nifho
2005). En este estudio, el hallazgo de aumento de tamafo celular en miembros de
B Proteobacteria después de la mitad del experimento (tss-tgs), permite valorar

alguna dinamica de control y actividad de este grupo en el embalse.

De acuerdo a los resultados encontrados en el microcosmos en el Neusa se
podria proponer algun mecanismo temporal en el que el grupo B Proteobacteria
muestra una seleccion positiva (comestibles) hasta las primeras 48 horas de
incubacion (t48) y una seleccion negativa (no comestibles) a partir de las 48, 72 y
96 horas de incubacion. Posiblemente las poblaciones de B Proteobacteria
sometidas a esta constante seleccion positiva por parte de los protozoos, como
respuesta logran células con un marcado elongamiento celular, lo cual
estratégicamente les permitiria evitar a sus depredadores inmediatos (seleccion
negativa). Posiblemente esta dinamica estaria funcionando en cortos intervalos de
tiempo dentro del embalse. Ya Jezbera et al. (2005) sugirieron un posible modelo
de selectividad de tamafo sobre las tasas de ingestion de diferentes grupos

bacterianos por los protozoos (indices de selectividad de los depredadores).
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Finalmente, debe sefalarse que también una entrada inusitada de nutrientes o de
carbono organico (no medido en este estudio) podria estimular el desarrollo, las
células mas activas podrian aumentar su tamafio y acelerar sus tasas de
crecimiento (figura 7 y tabla 4). Hahn et al. (1999) reportaron este tipo de
respuesta fisiolégica en diferentes grupos del bacterioplancton, sin embargo no
encontraron una correlacion significativa entre la respuesta fisioldgica y la presion
de depredacion. Este resultado sugiere que esta respuesta de las bacterias era
mas bien funcion de la tasa de crecimiento e independiente de la presencia del

depredador.

5.2.3 Densidades relativas de organismos del dominio Archaea.

Las densidades relativas del dominio Archaea detectadas con la sonda ARCH915,
en Cubillos fueron de 2 % (DVS = 1 %) y para La Presa de 1.6 % (DVS = 1.2 %)
(tabla 5). Estos porcentajes son mas bajos que los encontrados en 2005 en las
aguas del embalse (Canosa & Nifio 2005), sin embargo los datos coinciden con
otros encontrados en la literatura para sistemas acuaticos continentales (Glockner
et al. 1999, Langenheder & Jurgens 2001).

En el sistema experimental dispuesto en Cubillos las densidades relativas
aumentaron hacia t4 (3.6 %) y disminuyeron rapidamente en las primeras 24 horas
de incubacion (1%), para t3s aumentaron levemente y sobre las 48 horas de
incubacion disminuyeron alcanzando el valor mas bajo (0.8 %), a partir de 45 se
observé un aumento hasta el final del experimento (figura 12; tabla 5). En el
experimento ubicado en La Presa se observdo un aumento en las densidades
relativas hasta t14 (3.8 %), posteriormente al igual que en Cubillos disminuyeron

significativamente hasta t4, con valores muy bajos en t45 (0.3 %) (figura 13).
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Algunos de los valores hallados para las poblaciones de arquea estuvieron por
debajo del limite de deteccién (< del 1%; tabla 5). Ademas no se encontré alguna

correlacion significativa entre su abundancia y los demas grupos estudiados.

Figura 12. Variacién en las densidades Figura 13. Variacion en las
relativas de Archaea en los dos densidades del dominio Archaea en
sistemas experimentales en el embalse los dos sistemas experimentales en

del Neusa. el embalse del Neusa.
6 - ﬁﬁngggf:gﬂg -»— Archaea- Cubillos
I 7%x10* % Archaea-La Presa
51
© 6 x ’O4
& .
c 4 <« 5x10
o |
< € 4x10'
[}] (72)
T ) 4
p S 3x10
£ 8,
g 2x10
= k h W 1x 10"
0  E e : :
04 14 24 38 48 72 94 04 14 24 38 48 72 94
Horas Horas

Fuente: Investigador del Proyecto.

Recientes estudios sobre el “arqueoplancton” en sistemas acuaticos indican que
los maximos de abundancia ocurren en momentos especificos del ciclo anual
(Pernthaler et al.1998, Massana et al. 1998). En sistemas acuaticos tropicales se
ha asociado la presencia de significativas abundancias de arqueas a actividad
metanogénica en el hipolimnion y en zonas anoxicas, mientras que en el
epilimnion mostraban abundancias bajas (Jurgens et al. 2000, Wells & Deming
2003, Lehours et al. 2005, Dumestre et al. 2001).
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También parece haber una relacion entre la presion por HNF y el incremento de la
densidad de arquea (Langenheder & Jirgens 2001), lo que puede sugerir que los
pequenos incrementos en la abundancia hallados en este estudio podrian estar
ligados a este factor de control. Sin embargo cualquier afirmacién esta sujeta a

estudios mas detallados.

Hasta el momento es claro que los organismos de este dominio son activos y
estan involucrados en la incorporacion de aminoacidos en la columna de agua
(Ouverney & Furhman 2000).

5.3 TASAS DE CRECIMIENTO Y TIEMPOS DE GENERACION DE LAS
POBLACIONES DE EUBACTERIA, 8 PROTEOBACTERIA'Y ARCHAEA

5.3.1 Tasas de crecimiento y tiempo de generacion del dominio Eubacteria.

La tasa de crecimiento de Bacteria desde el inicio hasta el fin del experimento en
Cubillos (to-tes), fue de 0.069 h™' y el tiempo de generacion de 99.8 horas (4.1 dia).
En las primeras 14 horas de incubacién (tp - t14) se hallaron valores negativos en
las tasas de crecimiento. Se encontré crecimiento exponencial entre las 14 a 24
horas y en el intervalo comprendido entre las 48 y 72 horas. En estos intervalos se
obtuvieron tasas de crecimiento de 0.081 h™ y 0.03 h™ con tiempos de generacién

de 8.5y 23.4 horas respectivamente (figura 14).

En el experimento incubado en La Presa la tasa de crecimiento total fue de 0.002
h™ con un tiempo de generacién de 310.4 horas (12.9 dias). En los intervalos t; —
tas y t7o-tos, Se Observd crecimiento exponencial con tasas de crecimiento de 0.044

h™y 0.029 h' y tiempos de generacion 15.7 y 23.7 horas respectivamente. El alto
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valor en el tiempo de generacion total (310.4 horas) y en los intervalos de
crecimiento exponencial refleja el lento y escaso crecimiento celular posiblemente

de la mayoria de poblaciones procariotas en esta zona (figura 14).

Figura 14. Variaciones en las tasas de crecimiento de Eubacteria en los dos

sistemas experimentales en el embalse del Neusa.
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Fuente: Investigador del Proyecto.

5.3.2 Tasas de crecimiento y tiempo de generacion de 38 Proteobacteria.

La tasa de crecimiento total (to-tes) de B Proteobacteria en el sistema experimental
ubicado en Cubillos fue de 0.01 h™ y el tiempo de generacién de 59.1 horas (2.5
dias). Solo se observo crecimiento exponencial en los intervalos de tiempo entre
las 14 y 24 (t1s-t4) y las 38 y 94 (t3s-tes) horas de incubacion con tasas de
crecimiento de 0.092 h™ y 004 h™, lo que corresponde a 7.5 y 16.9 horas de
generacion respectivamente (figura 16). En La Presa la tasa de crecimiento total
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fue de 0.012 h™ con un tiempo de generacién de 56.7 horas (2.4 dias). Se
encontré crecimiento exponencial a las 38 horas hasta el final del experimento (tzs
— to4) con una tasa de crecimiento de 0.037 h™ y un tiempo de generacién 18.8

horas (figura 15).

Figura 15. Variacion en las tasas de crecimiento de 3 Proteobacteria en los dos

sistemas experimentales en el embalse del Neusa.
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Fuente: Investigador del Proyecto.

Los tiempos de generacion obtenidos sefialan una mayor velocidad de crecimiento
en organismos de B Proteobacteria respecto a Bacteria, debido probablemente a
que los miembros de este grupo estan mejor adaptados a las condiciones del
embalse. Esta adaptacion podria estar relacionada con la capacidad de respuesta
rapida al proceso de depredacion o con la capacidad de compensaciéon de muerte
celular gracias a rapidas tasas de crecimiento. La mayor velocidad de crecimiento
en el sistema experimental incubado en Cubillos, puede ser debida ademas a la

mejor disponibilidad de recursos en este sitio en el embalse.
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Los tiempos de generacion encontrados llevan a especular sobre las estrategias
de de los miembros de B Proteobacteria (y otros grupos procariotas) con cambios
en caracteristicas fenotipicas como el alargamiento celular y formacion de células
filamentosas. Aparentemente estas caracteristicas estan relacionadas con tasas
de crecimiento constantes (MacArthur 2006). Probablemente esto explique lo
observado con el grupo B Proteobacteria al final del experimento (t72 - te4) cuando
se observaron tasas de crecimiento relativamente constantes y positivas (figura
15), ademas de la respuesta fenotipica de elongacién celular (figura 11).
Igualmente esta caracteristica podria capacitar a las bacterias para competir de
una manera mas activa bajo condiciones favorables de recursos, como en el caso
de Cubillos, en donde se pudo observar un crecimiento mas activo y constante

que en La Presa a partir de las 48 horas de incubacion.

Otros resultados encontrados dentro del proyecto marco de este trabajo de tesis
mostraron maximos de abundancia viral en ty4s en La Presa y t4s en Cubillos
(Canosa et al. 2008). En La Presa se hallé una marcada reduccion en las tasas de
crecimiento de B Proteobacteria, alcanzando una tasa de crecimiento negativa en
tss, posiblemente como consecuencia de la constante presion y frecuencia de
infeccion viral. En Cubillos la tasa de crecimiento parece no verse afectada, pues
en el momento de maxima abundancia de virus se encuentra una tasa de
crecimiento positiva. Canosa & Nifio (2005), encontraron en el mismo embalse y
en condiciones naturales una fuerte correlacion positiva entre las densidades
virales y B Proteobacteria, en tanto que con otras poblaciones como las de y
Proteobacteria fue negativa; Weinbauer et al. (2003) registraron un
comportamiento similar. Lo discutido sugiere que la lisis viral también limitaria
poblaciones de B Proteobacteria en esos intervalos de tiempo y favoreceria otros
grupos. Sin embargo esta hipotesis requiere estudios adicionales, ya que no se

evalué la abundancia de otros grupos.
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Thingstad (2000), plantea que los virus actuan como un factor equilibrador que
permite la coexistencia de especies procariotas con diferentes tasas de
crecimiento (hipdtesis denominada “killing the Winner”). Weinbauer et al. (2003)
sugieren de una manera atractiva que respuestas fisiologicas como el
alargamiento celular no son solo una estrategia ante la presién de pastoreo por
parte de los protozoos, si no que posiblemente muestran una estrategia de
evasion a la alta densidad viral. Los datos experimentales encontrados en
Cubillos, en los que el maximo de abundancia de virus coincide con la formacion
de células alargadas y con tasas de crecimiento positivas permite especular con
los resultados encontrados en este trabajo se corresponderian con esta hipétesis,

aunque no todos los autores coinciden con ella (p. ej, McArthur 2006).

5.3.3 Tasas de crecimiento y tiempos de generacion del dominio Archaea.

En el experimento incubado en Cubillos la tasa de crecimiento total fue de 0.00052
h! y el tiempo de generacion de 1323.5 horas, lo que implicaria que a estas
poblaciones les tomaria 55.1 dias para duplicarse. Las tasas especificas de
crecimiento fueron negativas desde el t4 hasta t7,. Sin embargo, cuando se valord
el crecimiento en la region exponencial, t7o-tg4, S€ obtuvo una tasa de crecimiento

de 0.0086 h™'y un tiempo de generacién de 80.5 horas (3.35 dias) (figura 16).

En La Presa la tasa de crecimiento total fue negativa (-0.0050 h™'), sin embargo se
observo crecimiento exponencial en los intervalos comprendidos entre 4 y 14, 24 y
38 y 48 y 72 horas de incubacién (figura 12 y 13) con tasas de crecimiento de
0.018 h™", 0.09 h™ y 0.052 h™ y tiempos de generacién 37.56 horas 7.43 horas y

12.5 horas respectivamente (figura 16).

Algunos estudios experimentales muestran que la presencia significativa de virus

en la columna de agua puede influir en la riqueza de Archaea (Hewson et al. 2003,
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Schwalbach et al. 2004, Jardillier et al. 2005). En este mismo experimento se
encontraron abundancias maximas de virus (Canosa et al. 2008) que coinciden
con los minimos valores en densidad y tasas de crecimiento de arquea,
especificamente en t4s en Cubillos y el maximo de abundancia de virus en La
Presa (t4) se relaciond con una leve reduccién en las abundancias de los

miembros de este dominio (figuras 12y 13).

Figura 16. Variacion en las tasas de crecimiento del dominio Archaea en los dos

sistemas experimentales en el embalse del Neusa.
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Fuente: Investigador del Proyecto.

Sin embargo, hace falta mas informacion para entender la participacion de las
arqueas en los sistemas acuaticos epicontinentales tropicales. Los estudios deben
buscar el afinamiento de metodologias que en el caso de FISH se relacionan con
un mejor disefio de las sondas y mejorar su penetrabilidad en organismos de este

dominio.
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5.4 CONTROL HIBRIDACION Y CONSIDERACIONES DE LA APLICABILIDAD
DE LAS SONDAS EMPLEADAS

El uso de una sonda de control negativo, NON338, definida como una secuencia
complementaria del dominio Bacteria que no debe hibridar con el rRNA de este
dominio, se utiliza como un control de la especificidad del proceso de hibridacion,
esto es si se logré una unién especifica de cada una de las sondas empleadas a
los grupos para los que fue disefiada. En la técnica FISH se acepta un porcentaje
maximo de hibridacion con esta sonda del 5 % de las células tefiidas con DAPI,
por encima de este valor se considera que el proceso de hibridacién no fue
especifico. En este estudio el porcentaje promedio de células que hibridaron con
esta sonda (NON338) fue para Cubillos de 0.78 (DVS % 0.5) y para La Presa de
1.0 (DVS = 1.1). Por otra parte, el control de autofluorescencia mostré un numero
moderado de células autofluorescentes, estas falsas sefiales de hibridacién
corresponden a picoalgas y picocianobacterias (autofluorescencia de la clorofila a)
y en algunos casos a material inorganico particulado presente en las muestras
(Glockner et al. 1999).

La eleccion de las sondas de oligonucleoétidos utilizadas para FISH en este trabajo,
se baso en las descripciones de varios autores (Glockner et al. 1999, Jurgens et
al. 1999, Simek et al. 2001), y los resultados hallados respecto a porcentajes de

hibridacion fueron similares a los reportados en la literatura para zonas similares.

Cada uno de los grupos filogenético tenidos en cuenta dentro de estas sondas
potencialmente contienen diferentes especies y filotipos, las mediciones en las
tasas de crecimiento representan “propiedades colectivas” de los grupos, que
probablemente reflejan y definen los caracteres de las especies dominantes o
subgrupos (Yokokawa & Nagata 2005). Sin embargo se debe tener en cuenta que
diferentes modelos de crecimiento, estrategias de vida y mecanismos de control

(top- down y bottom-up) pueden ser encontrados dentro de un mismo cluster o
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grupo especifico (por ejemplo Actinobacteria o Proteobacteria) (Zwart et al. 2002,
Pernthaler et al. 2004, Yokokawa & Nagata 2005, Warnecke et al. 2005, Simek et
al. 2005, 2007, Wu & Hahn 2006).

La mayoria de estudios en la ecologia del plancton procariota se han limitado a
zonas templadas, por lo que la investigacién en sistemas acuaticos tropicales es
limitada (Dumestre et al. 2001, Canosa & Nifio 2005, Bettarel et al. 2006). Los
resultados obtenidos sobre dinamicas de crecimiento se han logrado estudiando
muestras de agua en las que se ha fraccionado la comunidad planctdnica de
acuerdo al tamano, lo que ha originado diferentes respuestas y estrategias de
crecimiento de cada uno de los grupos tenidos en cuenta. Aunque esta
manipulacion es una herramienta util en el entendimiento de las interacciones
ecoldgicas, también puede llegar a generar un desacople en la red trofica
planctonica (Matz & Jurgens 2003, Pernthaler et al. 2004) y consecuentemente

alterar las relaciones y el balance de las tasas de crecimiento (Simek et al. 2001).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la importancia de continuar
estudiando la complejidad de los sistemas bioldgicos en la que sin duda los
microorganismos juegan un papel decisivo a través de los flujos de energia y

materia.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados a partir de un disefio experimental incubado en dos
regiones contrastantes en el embalse de Neusa mostraron que las tasas de
crecimiento, tiempos de generacion y densidades de los procariotas y algunos
grupos seleccionados mostraron dinamicas ligeramente diferentes que no fueron
estadisticamente significativas. En los experimentos incubados en Cubillos, se
encontraron mayores abundancias de procariotas y una correlacion significativa
entre los grupos y el tiempo de muestreo; indicando probablemente que la
descarga de material aléctono tiene un papel fundamental en el control de las
comunidades procariotas, probablemente por una mayor eficiencia en la
asimilacion de nutrientes en esta zona del embalse. De esta manera diferencias
ambientales dentro del embalse se convierten en una buena herramienta para

evaluar las propiedades ecoldgicas de esta fraccién de la comunidad.

Las poblaciones de B Proteobacteria parecen mostrar una activa participacion en
los procesos e interacciones de la cadena tréfica microbiana en el embalse.
Aparentemente la dindmica de crecimiento y los cambios en la morfologia celular
de este grupo (alargamiento), indican la versatilidad de este grupo ante diferentes
condiciones de disponibilidad de nutrientes y/o estrategias de vida. Estos aspectos
pueden servir como punto de comparacion ante condiciones de perturbacion vy
alteracion de este sistema acuatico, el cual en los ultimos afios ha mostrado una
visible influencia antropica involucrando un acelerado crecimiento de macrofitas,
descarga incontrolada de nutrientes y disminucidn en los niveles y el espejo de

agua.
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7. RECOMENDACIONES

Los resultados encontrados en este trabajo de grado permiten senalar algunas
recomendaciones basadas principalmente en aspectos metodologicos que
permitiran en un futuro cercano obtener modelos de manejo de este importante
embalse. Estos modelos podrian ser aplicables a otros embalses colombianos, en
los que hasta el momento no se ha tenido en cuenta la comunidad microbiana y su

papel clave en la productividad y el mantenimiento de la calidad de las aguas.

En este estudio solo se usaron tres linajes para estudiar las tasas de crecimiento
de los procariotas. Es necesario considerar otros grandes grupos de los cuales
ahora se cuenta con mejor informacion que surte de manera creciente las bases
de datos gendmicas. En la década de los 90 la informacion sobre la diversidad de
los microorganismos en las aguas era muy limitada, sin embargo, recientemente
se ha encontrado que representantes de varios taxones han mostrado una
dindmica importante en las cadenas troficas acuaticas, en las interacciones

depredador—presa y muchas otras propiedades ecoldégicas.

A continuacion se sefialan los taxones y las sondas que en el ultimo quinquenio se
utilizan mas ampliamente. Dentro del dominio Bacteria: Firmicutes (bacterias Gram
Positivas bajas en G+C; sonda LGC354A), Fibrobacter (sonda fibro),
Planctomycetes (sondas Pla46 y EUBII), Verrocomicrobiales (sonda EUB338lll),
Proteobacteria (sonda R-BT065, sonda Bet2-870), en actinobacteria los linajes de
aguas dulces Acl (sondas Acl -840-1,3 y Acl -840-H1, H3). Dentro del dominio
Archaea los taxones Crenarchaeota (sonda CREN499), Euryarchaeota (sonda

EURY498) (probeBase: http: //www.microbial -ecology.net/probeBase)
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En busca de suficientes datos que permitan disefiar modelos para el manejo de
los cuerpos de agua naturales y artificiales como embalses, se deben seguir
estudiando los factores que regulan la abundancia y actividad de los procariotas
en la columna de agua. Asi es importante clarificar como virus, heterotrofos
nanoflagelados y zooplancton controlan las poblaciones y exportan el carbono
organico del bucle microbiano hacia eslabones superiores. Igualmente es
necesario continuar valorando factores abidticos como temperatura, nutrientes y
oxigeno, entre otros, como parametros reguladores de la dinamica poblacional del

agua.
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ANEXOS



ANEXO 1

Fotografias de imagenes tomadas con el analizador de imagenes y con la
herramienta Image Tool para el conteo de las abundancias relativas de Bacteria,

Archaea y B Proteobacteria siguiendo el procedimiento FISH.

Figura 1. Células procariotas capturadas en membranas Nucleopore blancas de
0.2 ym de diametro de poro, tefidas con el fluorocromo DAPI y vistas al
microscopio con filtro para luz ultravioleta. Imagen capturada con el programa

Leica QWin. 1000 aumentos.

E LEICA Owin Live : 1 pixel = 0.055 pm
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Figura 2. Imagenes obtenidas con la técnica FISH. (a) y (b) son fotografias del
mismo campo. En (a) se observa la célula tefiida con la sonda de B Proteobacteria
(BET43a.) marcada con Cy3 en tanto que en (b) se ve la misma célula tefiida con
DAPI (1000 aumentos)
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a b
Figura 3. Imagenes obtenidas con la técnica FISH. (a) y (b) son fotografias del

mismo campo. En (a) se observa el total de células tefidas con DAPI en (b) solo
aquellas detectadas con la sonda BET43a.
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ANEXO 2

Definicion y ecuaciones empleadas para determinar las tasas de crecimiento (k) y
el tiempo de generacion (g) de las comunidades procariotas, los dominios Bacteria

y Archaea y del grupo 3 Proteobacteria

Tasa Especifica de crecimiento

La tasa especifica de crecimiento (k) se calcula a partir de las diferencias entre
las densidades medias de bacterias en un intervalo de tiempo. Si se asume que el
crecimiento en las comunidades procariotas es exponencial, se va dando
continuamente, de esta manera la constante k representa el crecimiento por hora,
pero si se necesita del crecimiento en intervalos cortos de tiempo lo mejor es
representarlo acortando la diferencia entre tx - t, y Nx - No, de esta manera queda
un espacio infinitesimal, el que se calcula usando diferenciales (dN, dt). Los

valores se expresan como h™'.

De esta manera dN= cambio de N en un pequefo incremento de tiempo t, es

proporcional a N, asi como a K, por lo tanto:

€N
ST

Al integrar N; y No de esta ecuacion resulta:

N, = e, No
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Cuya forma logaritmica es:

ht=t g
T—E I
InMN.,, - InH
-1y _ ; T
ﬁlh ]_ la—=1g

La tasa especifica de crecimiento indica el aumento relativo de la poblacién, en
este trabajo de la procariota, f Proteobacteria, Bacteria o Archaea por unidad de
tiempo, cuando la velocidad del crecimiento correspondiente al tiempo O

permanece inalterada.

Tiempo de generacion

Se reconoce como el tiempo necesario para que el numero celular se duplique. El
crecimiento (numero de individuos vs. tiempo) debe ser representado en forma
semi logaritmica. Estos valores se calculan a partir del logaritmo en base 10

usando la siguiente formula:

log ¥ - log gV

log: oY -'I_Fﬂﬂm- .

Si No es el tamafio de una poblacién a tiempo 0 y N; a tiempo t, el numero de
generaciones ocurridas en ese intervalo esta dada por:

N, =27 Ng

Donde g= tiempo de generacion, es decir, es el numero de duplicaciones por

unidad de tiempo. Se expresa como el numero de duplicaciones por hora.

78



La forma logaritmica de esta ecuacion esta dada por:

t'— -‘ﬁl‘; 1
g =N, -

A partir de esta férmula se deduce g: tiempo medio de generacion

(log2 ¥ XI[0n] &)
g m— o

_ Gogyo Ni)-ICieg.ed N
g TR0

Relacionando numéricamente estas dos ecuaciones se obtiene, el tiempo

necesario para que se duplique la poblacion.

N, m 28, No1 ¥, m 2ab, Ng
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