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INTRODUCCION

1. COMUNIDADES BACTERIANAS

Las bacterias conforman comunidades que estan caracterizadas por su gran riqueza,
abundancia y diversidad y son las encargadas de llevar a cabo gran parte de los procesos
biogeoquimicos en los distintos ecosistemas del mundo. Debido a su gran potencial de
dispersion y a su gran versatilidad metabdlica, es posible caracterizarlas como un grupo
ubicuo, hallandose inclusive en ambientes con condiciones extremas para el desarrollo de
la vida. Esto ultimo hace a este grupo un candidato excepcional para aplicaciones dentro
del area de la biorremediacién, uso industrial y la bioprospeccién (Horner-Devine et al.,
2003; Prosser et al., 2007). Asimismo, las bacterias son responsables de una gran fraccién
de la respiracion aerdbica y del total de la respiracion anaerdbica en los sistemas acuéticos,
y su biomasa constituye una fuente importante de carbono, nitrégeno y fésforo (Cole, 1999;

Horner-Devine et al., 2003).
1.1EL BACTERIOPLANCTON

La definicibn de plancton corresponde a todos los organismos que habitan en
suspension en la columna de agua en los ecosistemas acuaticos. El bacterioplancton,
refiere al componente bacteriano del plancton y cuyo tamafio varia desde los 0,2 alos 2 um
(Omori e Ikeada, 1992). Es el principal protagonista dentro del bucle microbiano (microbial
loop) (Figura 1), proceso por el cual la Materia Organica Disuelta (MOD), proveniente del
sistema (autéctona) o fuera del mismo (aléctona), es devuelta a la red tro6fica convencional
debido a la vinculacién entre ésta y el bucle microbiano, obteniendo como resultado la re-
vehiculizacion de la MOD hacia los niveles mas altos de la trama tréfica tradicional (Azam
et al.,, 1983; Wetzel, 2001; Sarmento, 2012). Por lo tanto, el bacterioplancton es
imprescindible en el reciclaje de la materia organica y en la remineralizacion de los

nutrientes en los sistemas acuaticos (Muylaert et al., 2002).



La composicion de las comunidades bacterioplancténicas es variable entre lagos y
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1.2 DIVERSIDAD MICROBIANA

La biodiversidad es la informacién genética total existente en la Tierra, o en cualquier
parte de ella, en un tiempo y lugar determinado (Pedrds-Ali6, 2006). La diversidad
bacteriana puede exhibir patrones y, en algunos casos, esos patrones pueden ser similares
a los observados en plantas y animales. En los estudios de biodiversidad de los organismos
superiores, se emplea como unidad de medida de diversidad a las especies. En el caso de
las bacterias, la definiciobn de especie es compleja y aun no se ha llegado a un consenso,
debido a que el genoma bacteriano es dinamico como consecuencia de la transferencia
genética horizontal (Cohan, 2002). Por lo tanto, se ha establecido una unidad pragmatica
gue permite clasificar a los taxones de manera excluyente denominada Unidad Taxon6mica
Operativa (OTU: Operational Taxonomic Unit). Descriptores tales como el nUmero de clones
en una biblioteca genética o las bandas obtenidas en un gel mediante alguna técnica de
‘huella genética” molecular (fingerprinting) cumplen con los requisitos para ser
considerados OTUs. De esta manera, resulta posible realizar estudios de diversidad
bacteriana, y gracias a las técnicas moleculares actuales, es posible determinar esta

diversidad a diferentes escalas (Horner- Devine et al., 2003).



Durante décadas, la ecologia de comunidades ha dirigido sus estudios a procesos
de escala local 0 a procesos de escala regional. Posteriormente, se ha ido incorporando un
enfoque encaminado a procesos teniendo en cuenta ambos tipos de escalas en conjunto.
Este ultimo enfoque es el concepto que radica en la Teoria de Metacomunidad (Logue et
al.,, 2011), la cual fue desarrollada para explicar los patrones de distribucion de
macroorganismos y que también resulta Gtil para fundamentar el patron de composicién de
las comunidades bacterianas. Esta teoria postula que, en una region determinada, existe
un grupo de comunidades locales que se encuentran interconectadas a través de procesos
de dispersion de especies. Existen cuatro paradigmas conceptuales (Sorting de especies,
Efecto de masa, Dinamica de parches y el Modelo neutral) que describen a las
metacomunidades y cada paradigma evoca diferentes mecanismos de ensamblaje de las
comunidades en una metacomunidad (Tabla 1). En particular, en los sistemas acuaticos
pampeanos, el Sorting de especies, el cual propone que la estructura de la comunidad esta
determinada por las condiciones ambientales locales, es el mejor modelo para explicar la
estructura comunitaria del bacterioplancton en estas lagunas (Llames, 2011). En este
sentido, el patrén comunitario resulta de la existencia de parches ambientales heterogéneos
gue son susceptibles a ser colonizados por cualquier organismo que llegue por dispersion.
A su vez, las condiciones ambientales locales ejercen presion de seleccién, por lo tanto,
aquellos organismos adaptados a las condiciones locales logran establecer una poblacion

estable gracias a sus altas tasas de crecimiento.

Tabla 1. Resumen de los paradigmas de la Teoria de Metacomunidad.
Teoria de Metacomunidad

Paradigmas Caracteristicas

Parches ambientales heterogéneos. La dispersion permite a los
Sorting de especies organismos alcanzar parches donde puedan adaptarse a las

condiciones locales y asi establecer una poblacion.

Parches ambientales heterogéneos. La alta dispersion de los
organismos entre parches resulta en diferencias en el tamafo y
Efecto Masa densidad de la poblacion local. Por ejemplo, una especie presa evita
su extincién local debido a la llegada de inmigrantes desde parches

vecinos que no poseen predadores (“efecto rescate”).




Parches ambientales homogéneos. La dispersion ocurre a tasas mas
bajas que la dinamica local. Existe una compensacion entre la
Dindmica de parches dispersién y el dominio local, como por ejemplo, una compensacion
entre la colonizacion y la competencia donde competidores exitosos

son colonizadores pobres y viceversa.

El contexto ambiental es irrelevante y las especies tienen la misma

tasa demogréafica poblacional. En consecuencia, el ensamblaje de

las comunidades locales es al azar de acuerdo al pool regional de
Modelo Neutral _ _ _ o o

especies y las diferencias en la composicion comunitaria surgen a

partir de la limitacién de la dispersion (por ejemplo, la distancia) o

procesos evolutivos (por ejemplo, especiacion).

Otro aspecto relevante de la estructura comunitaria es la distribucion de organismos
dentro de los distintos rangos de abundancia. En términos generales, dentro de un
ecosistema podemos diferenciar dos grandes grupos de organismos de acuerdo a su
abundancia (Magurran y Henderson, 2003) (Figura 2). Los taxones dominantes (core) son
los mas abundantes y son los que llevan a cabo la mayoria de las funciones del ecosistema,
se desarrollan activamente y son propensos a la predacion y a la lisis viral. Estos grupos
“nucleo” en general suelen ser detectados e identificados con mayor facilidad mediante
técnicas moleculares. También, dentro de un ecosistema se hayan los taxones raros
(seedbank), es decir, los menos abundantes. Estos se desarrollan lentamente, son menos
propensos a ser predados o a sufrir pérdidas por lisis viral y pueden ser desarrollados en
cultivos celulares dada su especificidad de recursos. Estos organismos funcionan,
principalmente, como “bancos de semillas” de forma tal que, frente a un cambio ambiental,
las poblaciones se reemplazan y la comunidad se regenera, desempefando, asi, un rol
central en la recuperacion de los ecosistemas disturbados.

A pesar de los distintos niveles de abundancia de los taxones, todos ellos tienen
funciones gque son cruciales ante las condiciones ambientales diferentes y cambiantes, por

lo tanto, resultan esenciales para mantener la salud del ecosistema (Szabo et al., 2007).



e - »
e ® = . - - _“ &
- P - -— —---—- .. - |
_~~
<
@ Activo Cultivos puros
S
° desarrollo
>
© » Muerte
£ Predacion celular
y lisis conduce ala
viral extincion

Dominantes g Taxones - Raros

Figura 2. Gréfico que muestra el nimero de individuos versus la abundancia de taxones (dominantes o
raros). La curva total representa la biodiversidad y se compone de dos secciones: la zona “roja”, contiene
a los taxones dominantes que tienen un rol activo en el flujo de carbono y energia en un ecosistema dado.
La seccion azul de la curva corresponde a los taxones raros, que sobreviven en el ecosistema a una baja
abundancia. La misma curva ilustra qué porciones de la biodiversidad pueden ser obtenidas mediante
diferentes técnicas. Las técnicas moleculares permiten acceder a la mayoria de los taxones, pero la cola
de la biodiversidad no es detectada por las técnicas de fingerprinting. Las técnicas de cultivo pueden,
Unicamente, obtener unos pocos taxones presentes en el ambiente (adaptacion de Pedrés-Alié, 2006).

2. HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS

2.1 TECNICAS MOLECULARES

Desde que Robert Koch desarrolld células en cultivos puros e identificd Bacillus
anthracis (1876) y Mycobacterium tuberculosis (1882), el mundo de los microorganismos
ha sido dividido en dos grupos: aquellos que pueden ser cultivados y los que no pueden ser
desarrollados en un cultivo. Aproximadamente ~16000 especies de procariotas

(http://www.bacterio.net/-number.html) han sido descriptas formalmente y constituyen la

diversidad conocida. Parte de la informacion obtenida sobre estos microorganismos fue
mediante cultivos puros y, en mayor medida, por técnicas moleculares que han ido

surgiendo en los ultimos afios (Logue et al., 2008; Pedros-Alio, 2006).

Una gran proporcion de los estudios de diversidad y filogenia microbiana emplean el
gen que codifica al ARNr 16S (llamado ADNr 16S), el cual forma parte de la subunidad


http://www.bacterio.net/-number.html

menor del ribosoma bacteriano (Figura 3A). El empleo de este gen se debe a su presencia
en el genoma de todos los organismos procariotas y a que la mayoria de la variacion
encontrada en él es el resultado de mutaciones neutrales actuando, de esta manera, como
reloj molecular (Muyzer y Smalla, 1998; Muyzer, 1999; Pedrds-Alid, 2006; Logue et al.,
2008; Green et al., 2010). EI ADNr 16s posee un tamafio de 1500 pb y contiene nueve
regiones variables (Figura 3B) expresadas entre regiones conservadas. Las regiones
variables son frecuentemente usadas para clasificaciones filogenéticas (tales como
géneros o especies), asi como para determinar un perfil genético mediante técnicas de
fingerprinting. Las regiones conservadas, en cambio, son utilizadas para realizar cebadores

(primers) especificos.

Ribosoma Subunidades Macromoléculas
bacteriano

34 proteinas
O _
238
i ~ 2ARNt =
505 i
58
—— o 21 proteinas
708 ( )

\
1 ARNF —» 168
30S :



720
700 _UAGH 710

i
ACCG UG
AMuc AucuccAcG“u G6ea,
| . Il leocool °
Gucccc Ay uccAccuuMcAu . gorcec”
G-C 3
600 680 w08~ ¢ 730 99
g-¢
G—-G [
G - U740
& 28 :
A o G
g : A
660-€ &
U- A,
¢
V4 o (8
630 g
G

650
Accucee? Cuccwcuc}%u GG c;uu;ln!‘|

| B RO S | LT g I e (kSO s IS

Ucccccc%u GUGUAG ACUGAAUUG VUGG

’ 600 590
610

n‘
50
|
aon”

G- U
E
519 €-¢
FORE — £
) “Goe -
oe_ &
ng—¢ 1300
3 : 7§GCG y . 10 1350 %
G T 500 AT\ 1 1400-8 ,5{,0 ! .
‘,’ut:«:m‘,'r JAUGuGC °f = Y 130Uy 8 1310
20 AGaA \"300\ g - el L LLlolll) Y ///
2 : 2530 1370 G 3
AGccuGAUGCAc & 1520 9
: 1360

é@ CGGG U LQCGJJ

370

/
1410 1540, 1320

1540

mam R6:1,301-1,542
1480 e RS5:1,051-1,300
s R4:751-1,050
R3:501-750
R2:251-500
e R1:1-250

es||e0e

.

1470

\%

Lelll

~1460

Figura 3. A: Subunidades y componentes del ribosoma bacteriano (adaptado de Rodicio y Mendoza,
2004). B: Estructura secundaria del ADNr 16S, también se encuentran identificadas las 9 regiones
hipervariables (V1-V9) (adaptado de Yarza et al., 2014).
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211 DGGE: ELECTROFORESIS EN GEL DE GRADIENTE
DESNATURALIZANTE (DENATURING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS)

Dentro de la rama de la ecologia microbiana se emplean técnicas que aprovechan la
informacion presente en la secuencia génica del ADNr 16S, utilizando métodos de
fingerprinting del ADN (Logue et al., 2008). Varias de ellas pueden ser usadas para
comparar comunidades microbiolégicas de diferentes ambientes o para seguir el
comportamiento de una comunidad a lo largo del tiempo (Muyzer, 1999). Entre los métodos
mas utilizados podemos mencionar el Analisis de Polimorfismos de Longitud en Fragmentos
Terminales de Restriccion (T-RFLP: Terminal-Restriction Fragments Length Polymorphism)
(Avaniss-Aghajani et al., 1994; Liu et al., 1997), Electroforesis en Gel de Gradiente
Desnaturalizante (DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer et al., 1993,
1997) y el Andlisis Automatizado del Espacio Intergénico Ribosomal (ARISA: Automated
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) (Fisher y Triplett, 1999; Yannarell y Triplett, 2005),
entre otros.

De un modo simplificado, el fundamento de la técnica de DGGE se basa en la
separacion, por electroforesis en gel, de fragmentos (previamente amplificados) del ADNr
16S que poseen longitud similar pero que difieren en su secuencia (Figura 4). Estos
fragmentos son separados en base a su punto de desnaturalizacion (melting point) en un
gel de poliacrilamida que contiene un gradiente desnaturalizante generado a partir de una
concentracion adecuada de formamida y urea (Muyzer et al., 1993). Como regla general,
se ha observado que cualquier ADN diana que se encuentre en un porcentaje mayor al 1%
en el pool, es probable de ser detectado por esta técnica de fingerprinting (Muyzer et al.,
1993). Por lo tanto, la misma permite caracterizar al componente dominante de una
comunidad (Green et al.,, 2010). Asimismo, una ventaja de esta técnica es que,
eventualmente, es posible realizar la escision de bandas en el gel, amplificarlas, luego re-
amplificaras y secuenciarlas, permitiendo obtener informacion taxonomica detallada de las

mismas (Muyzer y Smalla, 1998; Muyzer, 1999; Dorigo et al., 2005).
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2.1.2 SECUENCIACION MASIVA DE ALTO RENDIMIENTO (HIGH
THROUGHTPUT SEQUENCING)

Las herramientas moleculares tales como PCR, secuenciacion por Sanger y las
técnicas de fingerprinting, permitieron dar a conocer la diversidad de las comunidades
microbioldgicas (Logares et al., 2012). La era gendmica, en este campo, comenzo en 1995,
cuando el primer genoma bacteriano fue secuenciado mediante el método de Sanger;
posteriormente, en 2005, el advenimiento de la secuenciacion de alto rendimiento (HTS:
High Throughtput Sequencing) mostr6 un avance significativo en la facilidad y los costos de
secuenciacion (Loman et al., 2012). La popularizacion de la secuenciacién de alto
rendimiento revolucion6é el campo de la ecologia microbiana (Logares et al., 2012)

ofreciendo grandes oportunidades en las ciencias de la vida (Ansorge, 2009).

Una de las plataformas mas utilizadas ultimamente en los estudios de diversidad
microbiana es la plataforma lllumina MiSeq. Esta utiliza la quimica de secuenciacién por
sintesis (SBS), capaz de detectar de a un nucleétido por vez a medida que es incorporado
durante la sintesis de la cadena de ADN (Figura 5). En primera medida, al ADN
fragmentado es preparado con adaptadores en los extremos para permitir que sus cadenas
desnaturalizadas puedan unirse a una superficie sélida. Luego, son enriquecidas a través
de la amplificacion tipo puente formando, de esta manera, clusters de ADN que poseen la
misma secuencia nucleotidica. Posteriormente, se emplean nucle6tidos con marcadores
fluorescentes y terminadores reversibles que, al ser incorporados a la cadena en
crecimiento, pueden ser detectados por una camara. Por otro lado, aquellos nucleétidos
gue no hayan sido incorporados seran lavados para continuar con el ciclo. Una vez que se
ha identificado la primera base y se hayan lavado las demas, se eliminara el terminador que
se encuentra en el extremo 3, el cual tiene la funcién de impedir la continuacién de la
sintesis. Finalmente, se adiciona una nueva tanda de nucleétidos y continda la
secuenciacion hasta completar toda la cadena. Con esta plataforma, se puede generar
hasta 15 Gb de informacion en 56 horas, con una lectura de fragmentos de hasta 2x300bp
(paired end o secuenciacion desde ambos extremos), dando como resultado datos de alta
calidad (Ansorge, 2009; Logares et al., 2012).

13



1
1
1
A B P »F;r - !\dapalador : G H
,// \ADN fragmentado :
( 15 \ |
: \ !
ADN : # i ‘,\; $ ’ 25 ;’)- Primers E .
\ g Nl : ' R
\ \ — L ©
\/ \ i : ! .o 4 ‘
1 | Adaptador/ | . f
Anptadores "‘./"‘T'\ : Ll . EN [
(R o (<4 e | i |
# WL ity l
l| o I 1y : 8
g
I : I |
& & : ! E
I
C : Laser
D 1
Y . ) a J
/ ' / :
/ ‘\x / \ i
( i . ) [ 3 ) ! 3
\ 5§ ' i i ;i 4
N_ 1 |/ N_E A N
| N Ll | N 2*% %5 Unién ! * A |
\ S Qnién" 7/ terminal ' T ; =
\ / terminal E::;er/no ' . (9]
{1 AU /0 1
¢ e s W iph >
i llll > Rt g . o hal
I 1 i
BN g i
' ' |
I | 1
E : Laser
F 1
/ -4 \ : G
(¢ 0 1) (R :
\ \ 38 $E: 8 !
W A Unido \ N eess ! ® e &
‘\y Unido \‘\‘ / '
[ S— / \ miy) / L ! A
\ AL ( gl
: ““\_,,l VAR ] "‘\!_ 'Illl',fh Yih ‘“‘l - E
W' Ty b m’.l'i'i yfed | | 1 !
I IR i a
! 1 ! | ‘“l] " l" s Clusters : -
|
| A | ®
' ’
1
1

Figura 5. Esquema de la metodologia de secuenciacion empleada por lllumina. A: preparacion de la muestra, el ADN
gendémico es fragmentado y los adaptadores son ligados a ambos extremos de cada segmento. B: unién del ADN a la
superficie, se produce la union de los fragmentos simple hebra, al azar, a la superficie de la célula de flujo. C: amplificacién
por puentes, se adicionan los nucléotidos no marcados y la enzima ADN polimerasa para iniciar la amplificacion. D: los
fragmentos se transforman en doble hebra, la enzima incorpora los nucléotidos para formar puentes de doble hebra en la
superficie del sustrato solido. E: desnaturalizacién de las moléculas doble hebra, la desnaturalizacion produce moldes
simple hebra que quedan anclados al sustrato. F: amplificacién completada, grupos o clusters de millones de moléculas
de ADN de doble hebra son producidos en cada canal de la célula de flujo. G: primera base, el primer ciclo de
secuenciacién comienza por adicion de los cuatro terminadores reversibles marcados, los primers y la enzima ADN
polimerasa. H: imagen de la primera base, después de la excitacion debida al laser, la fluorescencia emitida de cada
cluster es capturada y la primera base es identificada. |: determinacién de la segunda base, el siguiente ciclo repite la
incorporacion de los cuatro terminadores reversibles marcados, los primers y la ADN polimerasa. J: imagen del segundo
ciclo, después de la excitacion por laser, la imagen es capturada como en H y la identidad de la segunda base es
descubierta. K: varios ciclos de secuenciacién, los ciclos de secuenciacion son repetidos para determinar la secuencia de
bases en un fragmento de a una base por vez. L: alineacién de los datos, los datos son alineados y comparados a una
referencia, luego, las diferencias de la secuencia son identificadas. (Imagen adaptada de Illumina® Sequencing (2010)).



3. LAGUNAS DE LA REGION PAMPEANA

3.1 LAGUNAS PAMPEANAS Y SU ESTADO ACTUAL

Las lagunas pampeanas poseen un origen fluvial-eélico (Rennella y Quirés, 2002,
2006) y son el principal componente del humedal pampeano. Pueden ser clasificadas como
lagunas con régimen turbio o claro y la concentracion salina que poseen permite
identificarlas como subsalinas y salinas (Quirés et al., 2002b). Su profundidad varia entre
uno o dos metros, presentando cambios en la superficie, profundidad, salinidad y demas
componentes en funcion a los ciclos de sequia e inundacion que caracterizan a la region
(Quiros et al., 2006).

Originalmente las lagunas pampeanas se encontraban dominadas por una gran
diversidad de macrdfitas y estados de aguas claras (meso-eutréficas) (Quirds et al., 2002a).
Posteriormente, el estado tréfico de las lagunas pampeanas fue variando entre eutrdfico e
hipereutrofico con frecuentes floraciones de algas y cianobacterias (Quirds et al., 2002b).
Esta eutrofizacion e hipereutrofizaciébn son consecuencia, en gran parte, de la actividad
antropica. Por un lado, el proceso de “agriculturizacion”, conjunto de grandes
transformaciones que responden a cambios macroeconémicos y de tipo tecnolégico-
ambiental, favorecio la expansion de la frontera agropecuaria y posibilité desarrollar la
produccién en areas marginales y agroecol6gicamente fragiles. Esta incorporacion de
nuevas tecnologias, como la siembra directa de variedades genéticamente modificadas,
con la expansion del doble cultivo trigo-soja en detrimento de rotaciones agro-ganaderas
estan provocando un cambio de régimen de las lagunas hacia sistemas hipertroficos
altamente turbios debido al incremento de nutrientes que ingresan a la cuenca por esta
actividad. (Paruelo et al., 2005; Quiros et al., 2006).

Por otro lado, el cambio en el estado tréfico también se encuentra relacionado a la
urbanizacién (por ejemplo, causante del vertido de materia organica), canalizacién de rios
y arroyos, la implantacion de industrias contaminantes y al mal funcionamiento de los
sistemas de tratamientos de efluentes (Wetzel, 2001; Quirés et al., 2006). De este modo,
los diferentes factores antropogénicos citados, en conjunto con los factores climaticos o
ambientales, conducen a la alteracién del metabolismo del ecosistemay a grandes cambios

en la composicion y abundancia relativa de las especies que se hallan en los sistemas
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acuaticos de la region (Chornomaz et al., 2002; Quirds et al., 2002a; Austin et al., 2003;
Gabellone et al., 2005).

Las lagunas bonaerenses cumplen funciones ambientales claves porque albergan
una gran biodiversidad, tienen la capacidad moderar el régimen fluvial, cumplen un papel
importante en las actividades pecuarias y turisticas, constituyendo la fuente de desarrollo
de muchas localidades bonaerenses. Por lo tanto, en un contexto de continuos cambios en
las practicas agricola-ganaderas, comprender en qué medida las variables ambientales y
la estructura microbiana de las lagunas responden a los mismos, cobra importancia no sélo
por el valor intrinseco de estos sistemas sino por su papel como indicadores de la salud de

todo el paisaje (Geraldi et al., 2011).

HIPOTESIS

— Las lagunas ubicadas en la cuenca superior (Gémez y Carpincho) del
Rio Salado poseen una concentracion mayor de nutrientes, asociada al uso del
suelo, en comparacion con las lagunas de la cuenca inferior (Chascomus y El
Triunfo) de dicho rio.

- La estructura comunitaria del bacterioplancton de las lagunas que se
encuentran en la cuenca superior (Gomez y Carpincho) difieren en la estructura
comunitaria respecto a las comunidades bacterianas que se desarrollan en lagunas

de la cuenca inferior (Chascomus y El Triunfo) del Rio Salado.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

La presente tesis tiene por objetivo general estudiar la estructura (composicion y
riqueza) y dinamica del bacterioplancton en cuatro lagunas pertenecientes a la Region
Pampeana, ubicadas en la cuenca superior (Gomez y Carpincho) e inferior (Chascomus y

El Triunfo) del Rio Salado; asi como también analizar la relevancia de los factores

16



ambientales, que determinan la estructura comunitaria en estos sistemas, dentro del

contexto de las transformaciones ambientales provocadas por las actividades humanas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Analizar y comparar las principales variables ambientales en dos lagunas de
la cuenca superior (Gomez y Carpincho) y dos lagunas de la cuenca inferior
(Chascomus y El Triunfo) del Rio Salado y sus variaciones temporales (estacionales) a
lo largo de un afio de estudio.

— Estudiar la composicidn genética del bacterioplancton, asi como su dinamica
estacional en dichas lagunas mediante distintas técnicas y herramientas moleculares
(DGGE e lllumina MiSeq).

— Analizar el efecto de las variables ambientales (por ejemplo: nutrientes,
temperatura, conductividad, pH, turbidez, oxigeno disuelto, nivel hidrico), el efecto
temporal (estacional) y espacial (cuenca superior e inferior del Rio Salado) sobre la

estructura del bacterioplancton en dichas lagunas.

MATERIALES Y METODOS

4. AREA DE ESTUDIO
4.1 DESCRIPCION DE LA REGION PAMPEANA

La Regién o Llanura Pampeana (33° - 39° S, 58° -66° O) es el paisaje mas productivo
de la Argentina (Betolli et al., 2009) (Figura 6). Aunque el area posee una corta historia
agricola, la region permanecié como pradera nativa hasta finales del siglo XIX y comienzos
del siglo XX, siendo posteriormente utilizada para la ganaderia y el cultivo (Viglizzo et al.,
2001).

El clima en esta regién se define como templado himedo, sin temporada secay con
veranos calidos e inviernos moderados (Fittkau et al., 1969; Doering, 2002; Araus y Slafer,
2015). Las precipitaciones disminuyen de este a oeste y oscilan entre 1200 mm en el
noreste y menos de 500 mm en el sur y el oeste (Krishna, 2015).
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4.2 CUENCA DEL RiO SALADO

El Rio Salado ocupa unos 140.000 km? de la porcién central y norte de la provincia
de Buenos Aires (Mazza, 1961), discurriendo de Oeste a Este por la misma. Originalmente
nacia en la laguna el Chafnar (34°07'S,61°36'0), en el sur de la provincia de Santa Fe
recorriendo luego 690 Km hasta su desembocadura en la Bahia de Samborombdn.
Actualmente su naciente ha sido extendida artificialmente por canales hasta mas alla de las
lagunas encadenadas de Villa Cafas (Rosso, 2008). Este rio cuenta con una pequefa
pendiente y es el afluente mas meridional de la cuenca del Rio de La Plata (Figura 6). El
Rio Salado es considerado de régimen perenne, fluctuante y tiene una gran interrelacion
con ambientes lagunares asociados a su cuenca (Gabellone et al., 2001; Bettolli et al.,
2009). A su vez, la cuenca del Rio Salado es una de las mas importante de la Argentina,
en términos socioeconomicos, debido a su transformacion como la principal zona
productora de alimentos de nuestro pais (granos y carnes) y una de las principales del

mundo (Halcrow y Partners, 1999).

Histéricamente, la cuenca del Rio Salado se ha caracterizado por presentar alta
heterogeneidad en el uso del suelo, afectando de esta manera a los ambientes acuéticos
asociados a ella, segun las diferentes actividades humanas desarrolladas en sus
alrededores (Gabellone et al., 2005). En lineas generales, la cuenca alta de este rio se ha
caracterizado por presentar un mayor desarrollo de actividades agricolas en sus
alrededores (rotaciones de cultivos de soja-maiz-trigo), con grandes requerimientos de
fertilizantes, herbicidas y plaguicidas, mientras que la cuenca baja se ha caracterizado por
presentar mayores rotaciones de pasturas y actividades ganaderas (Figura 6).
Actualmente, de acuerdo Sanchez et al. (en prep.), y en relacién a los cuatro sistemas de
estudio de esta tesis, es también posible hallar la zonificacién en la cuenca de acuerdo al

uso del suelo (Figura 7).
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Figura 6. A: mapa de la Republica Argentina; en verde y a cuadros se encuentra marcada la Region
Pampeana; en fucsia se representa a la cuenca del Rio Salado. B: mapa de la provincia de Buenos Aires;
en verde esta representado el uso de suelo, en su mayoria agricola, para la cuenca alta; en marrén se
encuentra representado el uso de suelo, en su mayoria ganadero, para la cuenca baja del Rio Salado;
encerrada en negro se encuentra la zona donde se halla cada sitio incluido en este trabajo. C-D:

localizacion de las 4 lagunas en cada area de la cuenca.
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- Urbano-industrial

- Rotaciones con soja-maiz-trigo
I:] Rotaciones de pasturas
- Humedales vegetados

- Superficies de agua libre

Figura 7. Imagenes satelitales correspondientes al uso de suelo en la zona de la cuenca alta (panel
superior) y cuenca baja (panel inferior) del Rio Salado. (Andlisis de imagenes satelitales realizado por P.
Minotti en Sanchez et al. en prep.)
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Los ecosistemas acuaticos elegidos para este estudio en total son cuatro, dos de
ellos ubicados en la cuenca superior del Rio Salado y los dos restantes se encuentran en

la cuenca inferior de dicho rio (Figura 6 y Figura 8):

— Cuenca superior: lagunas localizadas en el partido de Junin, Provincia de Buenos
Aires. Ambas poseen presas con vertederos para regular el nivel del agua.
o Laguna de Gomez
o Laguna el Carpincho
— Cuenca inferior: lagunas localizadas en los partidos de Lezama y Chascomus,
Provincia de Buenos Aires. Unicamente ChascomUs posee compuerta para regular
el nivel del agua.
o Laguna Chascomus

o Laguna El Triunfo

Figura 8. A-C: fotografias correspondientes a las cuatro lagunas incluidas en este trabajo. A y B: cuenca
alta del Rio Salado. C y D: cuenca baja del Rio Salado. A: Gémez. B: Carpincho. C: Chascomds. D: El
Triunfo.

Las coordenadas geograficas y demas caracteristicas morfométricas de estas
lagunas se muestran en la Tabla 2. La peculiaridad de los cuerpos de agua estudiados en

este trabajo es la interconectividad existente en tres de ellos (Chascomus, Gomez y

21



Carpincho) a través del Rio Salado. Por lo tanto, el balance hidrico de los mismos depende
del aporte de aguas de origen fluvial que transporta el rio, asi como de sus tributarios
naturales, canales artificiales e ingresos de aguas subterraneas y provenientes de las
precipitaciones (Rosso, 2008). En el caso de la laguna El Triunfo corresponde a un sistema
no conectado directamente con el rio, alimentado por agua de lluvia, asi como de canales

subterraneos; aunque suele conectarse al mismo en periodos de inundacion.

Tabla 2. Variables morfométricas para las cuatro lagunas incluidas en este estudio. msnm:
metros sobre el nivel del mar, km?: kilémetros cuadrados.

Gbmez Carpincho Chascomus El Triunfo
Latitud 34° 39'S 34° 33'S 35° 36'S 35°51’'S
Longitud 61°2'0 60°53'0 58° 02’0 57° 52°0
Area (km?) 36,6 4.4 30,1 1,5
Altitud (msnm) 73 67 5 9

Estas lagunas consisten en cuerpos de agua de origen fluvial-eélico, cuya superficie
es mayor a 100 hectareas y muy poco profundos (profundidad media de 2 metros). Son
sistemas permanentes, polimicticos (es decir que no estratifican térmicamente, tal vez con
leves gradientes térmicos en los dias calmos de verano), someros, cuya salinidad es
altamente variable, naturalmente eutréficos y sujetos a estrés ambiental (Ringuelet et al.,
1967; Dangavs, 1976; Izaquirre y Vinocur, 1994; Quirés y Drago,1999).

La laguna El Triunfo se halla en un régimen de aguas claras y vegetadas, colonizadas
por macréfitas sumergidas y emergentes. En cambio, las lagunas Chascomus, Carpincho
y Gomez se encuentran en estado de aguas turbias, caracterizadas por una escasa

profundidad de disco de Secchiy una alta abundancia de fitoplancton (Allende et al., 2009).

5. DESCRIPCION DEL MUESTREO

Se tomaron muestras estacionales y simultaneas de las 4 lagunas, durante los meses
de enero, abril, julio y octubre, comenzando en el mes de enero de 2015 y finalizando en el
mes de enero de 2016.
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En cada sitio y fecha se obtuvieron muestras de los primeros 30 cm de profundidad
de la columna de agua, en la zona central o pelagica de cada cuerpo de agua. Una vez
tomadas las muestras, se guardaron en contenedores refrigerados y en oscuridad hasta su

procesamiento (no mas de 4 horas luego de la toma de muestra).

6. MEDICION DE VARIABLES FiSICAS Y QUIMICAS

En cada laguna y fecha de muestreo se realizaron las siguientes mediciones in situ:
pH, nivel hidrico (mediante varilla graduada), conductividad, temperatura, oxigeno disuelto
(OD) vy turbidez nefelométrica mediante el uso de sensores de campo (HANNA pH/cond
meter HI991301, HANNA HI9146 y HACH 2100P Turbidimeter), asi como la profundidad
del disco de Secchi. Asimismo, se recolectaron muestras de agua para el analisis de los
nutrientes principales, tales como fosforo reactivo soluble (PRS), fésforo total (PT),
nitrégeno total Kjeldahl (NT), sélidos totales en suspension o seston (SS), peso seco libre
de cenizas (PSLC) y clorofila-a (Chla).

6.1 ANALISIS DE NUTRIENTES

El andlisis de nutrientes disueltos se realizé luego de la filtracion del agua de cada
laguna a través de filtros de microfiora de vidrio (Whatman GF/F, 0.7um). Las
determinaciones de fosforo para las lagunas pertenecientes a ambas cuencas, se realizaron
mediante técnicas espectrofotométricas (APHA, 2005). EI NT se determin6 por el Método
semi-micro Kjeldahl (APHA, 1992).

La concentracion SS se obtuvo a partir del filtrado de volimenes conocidos de agua
a través de filtros Whatman GF/F previamente muflados y pesados. Estos filtros se dejaron
secar en la estufa (103- 105 °C) hasta peso constante (APHA, 1992). Luego, se obtuvo el
peso final del filtro y se le resto el peso inicial, para finalmente dividirlo por el volumen
filtrado, de esta manera se logré determinar SS. Para estimar PSLC (MO: Materia Organica)
los filtros con el material seco retenido fueron calcinados a 500°C por 3hs. Luego de la
calcinacion, fueron pesados nuevamente y por diferencia se estimé el contenido de materia

organica (MO), también dividido por el volumen filtrado.
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Finalmente, se estimo la concentracion de Chla mediante espectrofotometria antes y
después de la acidificacion con HCI (1N), utilizando etanol caliente (60-70°C) como solvente
de extraccion (Nusch, 1980).

Por otro lado, se obtuvieron los registros mensuales de precipitaciones y demas
parametros meteorologicos de las estaciones cercanas del Servicio Meteoroldgico Nacional

a los distintos cuerpos de agua seleccionados.
6.2 DETERMINACION DEL INDICE TROFICO

Se cuantificé y comparé el estado tréfico de cada laguna utilizando el indice de
Estado Trofico (Adamovich et al., 2016), teniendo en cuenta las concentraciones de Chlay

PT, asi como los valores obtenidos de Secchi:

TSI = 9,81 x In Chla (ug/L) + 30,6
TSI:  Trophic State Index
TSI = 14,43 X InPT (pg/L) + 4,15 (indice de Estado Trofico)

TSI = —14,39 X In Secchi (m) + 59,91

Luego, se llevé a cabo el promedio de los tres indices, permitiendo clasificar el estado

trofico de los distintos cuerpos de agua, empleando una escala de 0 a 100:

— Valores promedio mantenidos entre 30 y 50: determinan condiciones meso-
eutrdficas.

— Valores promedio 50 y 60: determinan condiciones eutrdficas.

— Valores promedio obtenidos por encima de 70: determinan condiciones

hipereutroéficas.

7. ANALISIS DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS
7.1 EXTRACCION DE ADN AMBIENTAL

Para extraer el ADN ambiental de cada laguna, y asi estudiar la composicion
genética, aproximadamente 300 ml de muestra fueron prefiltradas a través de una
membrana de 51 um de poro, con el fin de eliminar aquellos organismos/particulas de
mayor tamanio, y luego fueron filtrados por filtros de 0,2 um (Isopore GTTP). Dichos filtros
se guardaron en crioviales a -80°C hasta su procesamiento. La extraccion de ADN se

24



realiz6 a partir del material retenido en los filtros de 0,2 um y se aplic6 un protocolo de
extraccion en base al detergente catiénico bromuro de hexadeciltrimetilamonio CTAB,
cloroformo e isoamil alcohol (Fernandez Zenoff et al., 2006; Llames et al., 2009).

7.2 OBTENCION DEL PERFIL GENETICO DE LA COMUNIDAD BACTERIANA
POR EL METODO DGGE

7.2.1 AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR) DE LOS FRAGMENTOS CORRESPONDIENTES AL GEN ARN: 16S

El ADN extraido fue amplificado mediante el procedimiento de reaccion en cadena
de la polimerasa (Touchdown-PCR) en la seccion que codifica para el gen del ARNr 16S.
Se utilizé un set primers especificos previamente disefiados por Muyzer et al. (1993, 1995).
Se generaron fragmentos de unos 540 pb aproximadamente, equivalentes a las posiciones
358-907 en las regiones variables V3-V5 del ADNr 16S de Escherichia coli. La reaccion de
PCR se llev6 a cabo en un volumen final de reaccién de 50 pl. Cada mezcla de PCR contuvo
1 pl de ADN extraido, 1 pl de mezcla de desoxirribonucleétidos (10 mM), 1,5 pl MgCl2 (25
mM), 5 pl de buffer PCR (Invitrogen), 2,5 pl de cada primer (10 uM), 0,25 pl (5 U pl?) de la
enzima Tagq polimerasa (Invitrogen) y 36,25 pl de agua MiliQ autoclavada. La secuencia del
termociclador (BioRad) para fragmentos bacterianos de 540 pb se inicié con un paso de
precalentamiento por 5 minutos a 94°C, seguido por 10 ciclos que consistieron en:
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto; hibridizacion a 65°C por 1 minuto y elongacion a
72°C por 3 minutos. Durante estos 10 ciclos, la temperatura de hibridizacion disminuyé en
1°C por ciclo hasta alcanzar la temperatura final de 55°C (ciclos touchdown). Luego de
estos 10 ciclos, se realizaron 20 ciclos mas que consistieron en: desnaturalizacion a 94°C
por 1 minuto; hibridizacion a 55°C por 1 minuto y elongacion a 72°C por 3 minutos.

Finalmente, se realiz6 un ciclo final de elongacion a 72°C por 10 minutos.
7.2.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE GRADIENTE DESNATURALIZANTE

Los productos de amplificacion de la PCR fueron separados en geles con gradientes
desnaturalizantes mediante un equipo DGGE-2000 (CBS Scientific Company). La
electroforesis se llevd a cabo en geles de poliacrilamida (relacion acrilamida:bisacrilamida
37,5:1) al 6% sumergidos en la solucion reguladora TAE (40 mM Tris base, 20 mM &cido
acético, 1ImM EDTA, pH 7,5) a una concentracion final de 1X y a una temperatura de 60°C.
Se sembraron en cada calle del gel aproximadamente 800 ng del producto de amplificacion
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de las muestras ambientales y la corrida se realiz6 a 100 voltios durante 16 horas en un
gradiente lineal de desnaturalizacion 40-80%, de acuerdo con lo descripto previamente para
comunidades bacterianas (Muyzer et al., 1997; Schauer et al., 2003). Una muestra similar
fue corrida como referencia para poder comparar los geles entre si e identificar las bandas
en comun. Luego de la electroforesis, los geles fueron tefiidos con el fluorocromo especifico
de acidos nucleicos Syber Gold (Molecular Probes, Invitrogen) y visualizados bajo luz

ultravioleta utilizando un transiluminador conectado a una computadora.

Las imagenes digitalizadas de los geles fueron analizadas con el programa TotalLab
TL120 (Nonlinear Dynamics), que permitio generar perfiles de densidad en cada calle,
detectar bandas y calcular la contribucion relativa de cada banda respecto de la sefial total
de cada calle. Una banda se defini6 como tal cuando su intensidad fue superior o igual a
0,2% del total de la intensidad en cada calle (ej.: Reche et al., 2005). Las bandas ubicadas
en la misma posicién en el gel fueron detectadas autométicamente por el software y
posteriormente se realizé la inspeccion visual del alineamiento de bandas de manera tal de

corregir algun error que pudiera haberse cometido con el alineamiento automatico.
7.3 SECUENCIACION MASIVA

La secuenciacion fue realizada mediante secuenciador Illumina MiSeq (2x300pb) en
Macrogen Inc. Los primers utilizados fueron equivalentes a las posiciones 341-805
(Herlemann et al., 2011) del ADNr 16S, correspondientes las regiones variables V3-V5. Los

mismos generaron fragmentos con un tamafio de 464 pb.

8. ANALISIS DE LOS DATOS

8.1 ANALISIS DE VARIACION TEMPORAL Y ESPACIAL DE LAS VARIABLES
AMBIENTALES

Se realizaron correlaciones entre las distintas variables ambientales, empleando el

coeficiente de Spearman’s (r).

Se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) con la matriz de variables
ambientales estandarizadas (Ramette, 2007) para observar la distribucién de las lagunas
seleccionadas segun sus caracteristicas fisicas y quimicas. Previo a este ultimo andlisis se

eliminaron aquellas variables con datos faltantes o altamente correlacionadas.
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8.2 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA COMUNITARIA DEL BACTERIOPLANCTON

8.2.1 ANALISIS POR DGGE

Se obtuvo el perfil genético de la comunidad bacteriana para cada laguna, a lo largo
de un afio de estudio. Este perfil, consistié en un patrén de bandas donde cada banda fue
considerada como una Unidad Taxondmica Operativa (OTU). Una vez finalizado el andlisis
de las imagenes de los geles de DGGE, se gener6 una matriz basada en la presencia-
ausencia de bandas en cada calle (matriz cualitativa). Esta técnica permitio llevar a cabo

un andlisis exploratorio inicial para estudiar el patrén comunitario del bacterioplancton.

8.2.2 ANALISIS POR SECUENCIACION MASIVA

8.2.2.1 PROCESAMIENTO DE SECUENCIAS

El procesamiento de las secuencias fue realizado con la colaboracion de la Dra.
Paula Huber quien siguid6 el protocolo elaborado por el Dr. Ramiro Logares
(https://github.com/ramalok). Para este analisis se empleé el Cluster Pirayu de CIMEC,

Santa Fe. El protocolo se puede resumir en los siguientes pasos: (I) correccion de errores
de secuenciacion propios de la plataforma utilizada para la secuenciacion; (II) ensamblado
de las secuencias forward y reverse; (lll) control de calidad; (IV) derreplicacién; (V)
definicion de OTUs; (VI) deteccion y eliminacion de quimeras; (VII) conformacion de la tabla
de OTUs y (VIII) asignacion taxonémica.
Los detalles de cada paso se describen a continuacion:
l. Correccion de errores con BAYER HAMMER: este paso se realizd para corregir
errores de sustitucion (Medvedev et al., 2011); tiene en cuenta los valores de calidad de
las lecturas o reads e introduce sanciones bayesianas. Es importante aclarar que durante
este paso las secuencias con errores de secuenciacion se corrigen, no se eliminan. Este
analisis se realizo con el comando ‘--only-error-correction’ del programa SPAdes v3.5.0
(Nurk et al., 2013).
I. Ensamblado de las secuencias forward (R1) y reverse (R2): el ensamblado de las
secuencias R1y R2 se realizo con el programa PEAR v0.9.8 (Zhang et al., 2014) utilizando
como archivos de entradas (*corrected aile.gz) aquellos obtenidos del paso anterior. Para
el ensamble se consideraron solo aquellas secuencias con un tamafio mayor a 200 pb y
se establecié una longitud minima de solapamiento de 20 pb. Para el resto de los

pardmetros se usaron los valores predeterminados.
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Il. Control de calidad: durante este paso se realizd un filtrado por calidad, la
simplificacion del nombre de cada secuencia, correccion de la direccion de las reads (5'-
3’), generando un archivo FASTA con las secuencias de todas las muestras. El control de
calidad fue realizado con el comando ‘-fastq_filter’ del programa USEARCH (Edgar, 2010).
Se eliminaron aquellas secuencias con un error esperado mayor a 3,5 (segun el Q score)
y con una longitud menor a 150 pb. La direccion de las secuencias se corrigié utilizando
HMM (modelo de cadena de Markov) y como gen marcador el 16S ARNr, con perfiles de
bacterias.

V. Derreplicacion: durante este paso se agrupan las secuencias que son 100% iguales
en tamafio y composicién nucleotidica. El objetivo de este paso es simplificar el set de
datos y dar importancia a las lecturas (reads) de acuerdo a su abundancia. Las reads mas
abundantes tendran mas peso durante el agrupamiento. Este paso se realizd con la
funcion ‘-derep_fulllength® del programa USEARCH (Edgar, 2010). Luego de la
derreplicacion, las secuencias se ordenaron por abundancia utilizando la funcion ‘-
sortbysize’ del programa USEARCH (Edgar, 2010). Durante este paso pueden ser
eliminadas las secuencias Unicas (singletons) indicando un valor de 2 a la funcion ‘-
minsize’. En este trabajo estas secuencias fueron eliminadas de forma manual en pasos
posteriores, por lo tanto a la funcién ‘—minsize’ se le indic6 un valor de 1. Como resultado
se obtuvo un archivo FASTA que fue utilizado en el siguiente paso.

V. Definicion de OTUs: este paso tiene como objetivo agrupar las reads de acuerdo a
la similitud en sus secuencias para definir las OTUs. En este trabajo, se definié como OTU
a aquel cluster de secuencias agrupadas al 97% de similitud utilizando el programa
UPARSE (Edgar, 2013). Como resultado se obtiene un archivo FASTA con las secuencias
de las OTUs determinadas durante el agrupamiento.

VI. Deteccion y eliminacion de quimeras: en este paso se eliminan las quimeras del
FASTA obtenido del paso anterior utilizando la funcion ‘uchime_ref* del programa
USEARCH (Edgar, 2010). Se utilizo como referencia la base de datos SILVA
(https://www.arb-silva.de/): SILVA 123 SSURef Nr99

VIl Conformacioén de la tabla de OTUs: para la construccion de la tabla de abundancia

de OTUs se realizé previamente el mapeo de las secuencias, combinando la informacion
de los archivos obtenidos en los pasos Il y VI. Este analisis se realizo utilizando la funcion
‘-usearch_global‘ de USEARCH (Edgar, 2010). Cada secuencia de entrada (archivo del
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paso lll) se asigna a un grupo segun su porcentaje de identidad (en este caso 97%) con
la secuencia referencia (archivo del paso VI). Si la secuencia de entrada pudo ser
asignada se la identifica con la letra H, en caso contrario, si la secuencia no es asignada
a ningun grupo se le asigna la letra N. En este paso los criterios utilizados fueron: ‘-
maxaccepts’ 20 y ‘-maxrejects’ 2000. Como resultado se obtiene un archivo con formato
de cluster (extension por convencion .UC) que es un archivo de texto separado con
tabulaciones. Si una secuencia de entrada puede ser asignada, en el archivo.uc se va a
mostrar informacion sobre: grupo al cual fue asignada, alineacion y % de identidad
calculado a partir de la alineacién. Estos campos se completan con un asterisco (*) en
aquellas secuencias entradas que no fueron asignadas a un grupo. Para la conformacion
de la tabla de OTUs se utilizé el script ’uc2otutab.py’ de Python (Team, 2015). Este
comando permite convertir archivos.uc en un archivo .txt separado por tabulaciones el cual
tiene la informacion de abundancia de cada OTU en las diferentes muestras.

VIIl.  Asignacion taxonémica: la asignacion taxondémica se realizé mediante analisis de
nulcleétido BLASTN empleando la base de datos SILVA119 Ref Nr95 utilizando el
programa BLAST (Edgar, 2010)

Se construyeron curvas colectoras de OTUs para cada ambiente, para evaluar el
“esfuerzo de muestreo” y por lo tanto saber si el nimero de secuencias obtenidas
representa una fraccion significativa o no de las muestras ambientales analizadas en este
trabajo. Para esto se utilizé la funcion ‘rarefy’ del paquete Vegan (Oksanen et al., 2017) del
programa R (Team, 2016).

Se generaron dos matrices, una basada en la presencia-ausencia OTUs en cada sitio
(matriz cualitativa) y otra basada en la abundancia relativa de OTUs (numero de lecturas
por sitio) (matriz cuantitativa). Estas matrices se exportaron a una planilla de EXCEL

(Microsoft) para continuar con el andlisis numérico de los datos.
8.2.3 ANALISIS DE DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA COMUNITARIA

Para comparar entre lagunas y realizar los analisis de diversidad evitando sesgos por
esfuerzo de muestreo, se realizé un submuestreo aleatorio en cada una de las muestras
obtenidas por lllumina MiSeqg en base a la muestra de menor niumero de lecturas o reads

(rarefaccion).
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Se consideré al porcentaje de abundancia de las OTUs totales de la matriz de datos
rarefaccionada obtenida a partir de secuenciacion masiva. Por otro lado, se definieron como
OTUs abundantes a aquellos taxones que presentaron un porcentaje = 1% del nUmero
total de OTUs. Por otro lado, se consideraron también OTUs poco comunes a aquellas que
se encontraban en un porcentaje >0,1% y <1% y OTUs raras a aquellas que se hallaban en
un porcentaje <0,1%. La justificacion por el uso de estos valores umbrales es arbitraria y
esta basada en niveles de corte sugerido por otros autores (Pedrés-Alio, 2006; Fuhrman,
2009; Schiaffino et al., 2016; Llames et al., 2017).

Para DGGE la riqueza o numero de OTUs se obtuvo a partir de la matriz cualitativa
(presencia-ausencia), teniendo en cuenta el nimero total de bandas en cada calle del gel
(cada muestra). Para la matriz rarefaccionada obtenida mediante secuenciacion masiva, la
riqueza de OTUs (taxones) se obtuvo a partir de la matriz cualitativa (presencia-ausencia)
considerando las OTUs totales, OTUs abundantes, poco comunes y raras.

Sobre la matriz biolégica rarefaccionada de abundancia relativa de OTUs totales
(secuenciacién masiva), se realiz0 la transformacion de Hellinger (Legendre y Gallagher,

2001; Ramette, 2007). Con los datos transformados se realizaron los analisis posteriores.

Se utilizaron indices de similitud asimétricos, es decir, indices que no consideran a
la doble ausencia de OTUs en el calculo. Como indice cualitativo (basado en la matriz de
presencia-ausencia) se estimo el coeficiente de similitud de Jaccard (S(j)) y como indice
cuantitativo (basado en las matrices con el nimero de lecturas) se estimo el coeficiente de
similitud de Bray-Curtis (Legendre y Legendre, 1998). Los patrones de similitud obtenidos
a partir de la matriz obtenida por Illumina MiSeq fueron analizados a través de un analisis
de escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS: Non-Metric Multidimensional
Scaling). El grado de ajuste entre la representacion en un espacio de baja dimensién y la
matriz original fue determinado utilizando el indice de stress de Kruskal (Legendre y
Legendre, 1998):

Stress (formula 1) = {3(D — d)?/3D?}'/?

donde D corresponde al rango del orden de las distancias entre los objetos en el
espacio multidimensional original y d corresponde al rango del orden de las distancias
estimadas por el modelo de regresion para la representacion en un espacio de pocas

dimensiones.
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Para poner a prueba la significacion de los grupos generados a partir del
escalamiento multidimensional, se realizaron andlisis de similitud (ANOSIM) (Clarke y
Green, 1988) basados en los grupos obtenidos a partir del perfil generado. El test ANOSIM
genera un estadistico (R) y la magnitud de este estadistico indica el grado de similitud entre
grupos. Un valor de 1 indica completa similitud de los grupos mientras que un valor de 0
indica no similitud de los mismos.

8.2.4 ANALISIS DE RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA COMUNITARIA Y LAS
VARIABLES AMBIENTALES

Sobre la matriz bioldgica transformada (Hellinger) de abundancia relativa de OTUs
totales (secuenciacién masiva), se realizaron analisis de Mantel (simple y parcial) basados
en el coeficiente de correlacion de Spearman (r). Los tests Parciales de Mantel se llevaron
a cabo para comparar las tres matrices de interés: matriz de similitud biolégica, matriz de
similitud ambiental y matriz de distancia geografica (Smouse et al., 1986). Esta metodologia
permite estimar la correlacion entre dos matrices, controlando los efectos de la tercera
matriz (r (AB.C)). Por ejemplo, los resultados presentados en la forma “Biolégico-Ambiental
(Geografico)” deben interpretarse como la correlacion entre la matriz de similitud genética
y la de similitud ambiental, luego de remover los efectos de la distancia geogréfica. En
cambio, el test de Mantel simple se realiz6 para comparar la matriz de similitud ambiental y
la matriz de distancia geogréfica, sin tener en cuenta el control de los efectos de una tercera.

Con el objetivo de estudiar cual o cuales variables ambientales tenian una mayor
influencia en el modelado de la estructura de las comunidades bacterioplancténicas se
llevaron a cabo analisis de redundancia (RDA: Redundance Analysis) (Legendre y
Legendre, 1998). Para este analisis, se emple6 la matriz ambiental estandarizada y la matriz
bioldgica transformada de abundancia relativa de OTUs totales (secuenciacion masiva). En
primer término, se determind la significancia de los modelos obtenidos mediante el Test de
Monte Carlo. Luego, a través de “forward selection” se seleccionaron las variables
significativas para, de esta manera, reducir el nimero de variables explicativas mientras se
mantiene al maximo porcentaje de la variancia explicada.

8.2.5 ANALISIS DE MEDIAS

Para la comparacion de medias de las variables ambientales y de la riqueza de OTUs
se llevo a cabo el test no paramétrico Mann-Whitney aplicado a dos muestras

independientes (a= 0,05).
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Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software de cédigo abierto R
(Team, 2016), Past 3.0 (Hammer et al., 2001) y CANOCO (ter Braak, 1991).
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RESULTADOS

9. ANALISIS DE VARIACION TEMPORAL Y ESPACIAL DE LAS VARIABLES AMBIENTALES
En la Tabla 3 se muestran los resultados de las variables ambientales correspondientes a las lagunas estudiadas en el presente

trabajo.

Tabla 3. Pardmetros fisicos, quimicos y biolégicos (Clorofila-a) medido en las 4 lagunas pampeanas.

Gbmez Carpincho Chascomus El Triunfo

Media DE Méax Min Media DE Méax Min Media DE Méax Min Media DE Méx Min

Precipitaciones (mm) 119,4 44 186,2 72 119,4 44 186,2 72 114.8 89 213,8 0,0 114,8 89 2138 0,0

Nivel Hidrico (m) 1,4 0,1 1.6 1,3 1,4 0,1 15 1,3 1,4 0,3 1,7 0,9 1,1 0,6 1,1 1
Secchi (cm) 144 33 18 9 13,9 29 18 10 11,6 4 16 6 26,4 5 34 20
Temperatura H,O (°C) 19,3 6,2 26 92 185 6 252 89 191 5,6 24,3 11 21,2 7,1 27 9
OD (ppm) 8,3 3,8 93 7.2 7,3 0,7 84 65 10 1,4 11,7 8,5 9 22 126 7
pH 8,9 0,2 91 86 8,9 0,2 91 86 8,7 0,2 9 8,5 8,3 0,4 87 1,7
Conductividad (uS/cm) 3944 879,1 4860 2630 3864 879,1 4590 2670 9457 157,1 1126,7 776,7 14624 206,6 1700 1230
Turbidez (ntu) 1122 651 225 62 938 35 152 60 149,4 876 235 526 154 9,7 247 2
Seston (mg/L) 1364 71 257 71 1116 41 167 65 167,8 853 2525 70 26,2 11,7 41 12
PSLC (MO) (mg/L) 444 186 75 28 396 142 55 21 422 85 488 28,7 253 129 41 9
MI (mg/L) 92 53,1 182 43 72 28,1 115 44 1256 77,5 203,7 41,3 0,9 1,3 3 0,0
Fésoforo Total (mg/L) 0,8 0,2 1,1 0,6 0,7 0,3 1,1 0,4 0,5 0,2 0,6 0,3 0,3 0,3 0,6 0,0
Fésforo Soluble (mg/L) 0,5 0,4 09 02 0,5 0,2 07 03 0,2 0,1 0,3 0,0 0,2 0,2 05 00
Nitrégeno Total (mg/L) 4,2 0,9 52 29 4,7 1,2 6,7 3,7 4,3 0,6 5 3,7 5,6 1,8 78 39
Clorofila-a (pg/L) 124,1 96,8 2939 544 1364 90,9 2939 63,1 801 326 124 43 233 10,1 39,2 152

OD Oxigeno Disuelto, PSLC (MO) Peso Seco Libre de Cenizas (Materia Organica), Ml Materia Inorganica. DE desvio estandar, Max maximos,
Min minimos, N=5.
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En las cuatro lagunas, la temperatura del agua siguid la tendencia estacional,

presentando los valores minimos

o o Temperatura oD
en invierno y los maximos en
30,0 16,0
verano, mientras que el OD o5 = 14,0
—~~ y T
, . o O
mostré un patrén de variaciéon = £ . [ 120
© 20,0 10,0 g
. L o £
inverso (maximos en invierno y %15,0 i - é 80 &
;. . ) @)
minimos en verano) (Figura 9). S 100 - 60 9§
.. ) 4,0
Los valores de pH y conductividad F 50 0
registrados resultaron dentro del 0,0 0,0
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rango tipico para las lagunas de la

Figura 9. Gréfico de lineas: representacién temporal de la
temperatura 'y OD. Se utiliz6 la media general de cada variable

valores medios de conductividad Para cada fecha de muestreo.

region. En particular, tanto los

como los de pH fueron significativamente mayores (p= 0,005 y p<0,001, respectivamente)
en las lagunas de la cuenca alta en comparacién con los de las lagunas de la cuenca baja
(Tabla 3). Ademéas, ambos parametros (pH y conductividad) se correlacionaron
significativamente (r=0,61; p=0,0004; N=20). La turbidez, la profundidad del disco de
Secchi, los SS y la Chla reflejaron el estado de equilibrio que caracteriza a cada laguna
(Tabla 3) y se correlacionaron significativamente (Tabla 4). El régimen claro de la laguna
El Triunfo se vio reflejado en los bajos valores de turbidez y mayor transparencia (mayor
profundidad del disco de Secchi), mientras que el régimen turbio fitoplanctonico de Gémez,
Carpincho y Chascomus se evidencié por una menor profundidad del disco de Secchi,
valores altos de turbidez y elevada concentracion de Chla. En cuanto a las caracteristicas
de El Triunfo, los valores registrados para las variables citadas fueron inversos en relacion
a las otras lagunas (Gémez, Carpincho y Chascomus), aumentando su transparencia hacia

finales del periodo (Figura 10F).

La conductividad mostré una gran sincronizacion entre lagunas pertenecientes a la
misma cuenca (Figura 10A). El nivel hidrico también mostré sincronizacion para las
lagunas de la cuenca alta y este patrén de variacion fue opuesto para la laguna Chascomus
(Figura 10B). Los SS y la turbidez mostraron una mayor sincronizacion entre las lagunas
de la cuenca alta y, a su vez, esta fue similar a Chascomus, no asi para el Triunfo (Figura
10D y E). Este mismo patron de variacién, aunque inverso, se observé para la variable

Secchi (Figura 10F). Por dltimo, para la variable Chla se observd, como en los casos
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anteriores, una gran sincronizacion para las lagunas de la cuenca alta, no asi para las
lagunas pertenecientes a la cuenca baja (Figura 10C). Los valores medios de Chla de las
lagunas de la cuenca alta fueron significativamente mayores que los de la cuenca baja
(p=0,01) (Tabla 3).

Tabla 4. Correlaciones de Spearman entre profundidad del disco de Secchi, turbidez, seston (SS) y
Clorofila-a (Chla). Derecha de la diagonal: valores de significancia. lzquierda: los coeficientes de
correlacion. (N=20).

Secchi  Turbidez  Seston Clorofila a
Secchi p<0,0001 p<0,0001 0,0003
Turbidez -0,90 p<0,0001 0,0003
Seston -091 0,96 0,0002
Clorofila a -0,72 0,72 0,73
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Figura 10. Gréfico de lineas: representacion temporal de las variables fisico-quimicas y biolégicas para el
periodo de estudio (2015 a 2016). B: para la laguna El Triunfo no hubo dato disponible sobre el nivel
hidrico.

La concentracion de PT y PRS vari6 significativamente entre cuencas (Figura 11),
con los mayores valores medios registrados en las lagunas de la cuenca alta. PT se
correlacion6 positivamente con Chla (r= 0,51; p=0,02; N=20) y PRS no correlaciond con
ninguna variable ambiental. La variacion temporal del PT (Figura 10G) fue sincronizada
entre las lagunas de la cuenca alta donde el aumento de este nutriente fue progresivo desde
inicio del estudio con un pico maximo en octubre que coincidié con el aumento de las

precipitaciones para la época (Figura 12). Un comportamiento opuesto se observé para las

36



lagunas de la cuenca baja. La variacion temporal del PRS fue la misma que para el PT
(Figura 10H).

A B
W Gomez [ Carpincho [ El Triunfo [ Chascomis 1,0000
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I
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Figura 11. Diagrama de cajas. A: concentracion de fosforo total para los cuatro sitios. La media entre
cuenca alta (Gémez-Carpincho) y cuenca baja (Chascomus-El Triunfo) fue significativamente diferente (p=
0,009). B: concentracion de fésforo reactivo soluble para los cuatro sitios. La media entre cuenca alta
(Gémez-Carpincho) y cuenca baja (Chascomus-El Triunfo) fue significativamente diferente (p= 0,005).

Con respecto al NT, no se observaron diferencias entre cuencas o lagunas. Durante
el periodo de muestreo se observd que la concentracion del mismo varié casi de manera
similar entre los cuatro sistemas aunque, en enero de 2016, la concentracion de este
nutriente aumento para El Triunfo, al contrario de lo sucedido para las demas lagunas
(Figura 10I).
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Figura 12. Gréfico de linea de las precipitaciones mensuales en cada cuenca a lo largo del periodo de
estudio.
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La Figura 13 muestra los valores de SS promedio por sitio, diferenciando el
contenido de materia orgéanica (PSLC) e inorganica (Ml). Los resultados evidenciaron una
marcada diferencia entre las lagunas Gémez, Carpincho y Chascomus, con respecto a El
Triunfo. Los resultados indican la presencia de una gran cantidad de componente organico
en el material particulado en suspension (MI= 0,9 mg/L) en comparacién a las demas. En
los tres cuerpos restantes, la materia inorganica se encontré en mayor proporcion respecto

a la materia organica de cada sistema.

mMO (PSLC) (mg/L)
= mMI (mg/L)

[0.0]
(=]

Seston (mg/L)
o

(o]
o
o

B

Gomez  Carpincho ElTriunfo Chascomus

Figura 13. Grafico de barras apiladas. Cada barra corresponde a la concentracién del promedio mensual de
seston o sélidos en suspension por sitio. El seston esta conformado por la materia organica (PSLC) y materia
inorganica (MI) en suspension.

I
=]
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A partir de las concentraciones de Chla, PT y los valores de Secchi, se calculo el
indice Tréfico para determinar en qué estado de trofismo se mantuvieron cada una de las
lagunas durante el periodo del estudio (enero 2015 — enero 2016). Los valores obtenidos

se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. indice Tréfico y Estado Trofico de las lagunas estudiadas.

indice Tréfico Estado Trofico

Gomez 88,7 Hipereutroéfica
Carpincho 88,9 Hipereutroéfica
El Triunfo 75,2 Hipereutroéfica
Chascomus 86,2 Hipereutrdéfica

En resumen, se observd que la laguna Chascomus presento niveles de Chla, SS,
turbidez y Secchi similares a los de las lagunas de la cuenca alta (Gémez y Carpincho). Por
otro lado, con respecto a los nutrientes, se observaron diferencias marcadas de PT y PRS
(en mayor concentracion en los sistemas de la cuenca superior) y menos marcadas de NT

entre cuencas.
9.1 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (ACP)

El ACP permiti6 dar un ordenamiento general de los sistemas estudiados teniendo
en cuenta las variables limnoldgicas seleccionadas (Figura 14). Este andlisis se realizo
excluyendo la variable nivel hidrico ya que habia datos faltantes. Ademas, se quitaron las
variables SS, Secchi y PSLC debido a que ambas presentaron una alta correlacion con la
turbidez (r= 0,96; r=-0,90; r= 0,96 respectivamente y todos p<0,0001 y N= 20). Para el
fésforo solo se tuvo en cuenta la variable fésforo total. Solamente las primeras dos
componentes (CP1 y CP2) fueron elegidas para el analisis, ya que explicaron un 64,5% de
la variabilidad total de los datos. La componente 1 (CP1) explicé el 41,0% de la variabilidad
y la componente 2 (CP2) explicé un 23,5% (Figura 14). Las variables que presentaron

mayores correlaciones con las componentes se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Correlacion de las variables fisicas, quimicas y biolégicas, empleadas en el ACP, para

cada componente principal (CP).

CP1(n CP2(n
pH 0,52 0,03
Conductividad 0,42 -0,43
Turbidez 0,31 0,50
PT 0,42 0,29
NT -0,24 -0,39
Chl-a 0,40 -0,20
oD -0,23 0,53

De acuerdo al biplot obtenido (Figura 14), se observé que, en general, hacia valores

positivos de CP1 (derecha del biplot) se ordenaron las lagunas de la cuenca alta del Rio

Salado (excepto Chascomus enero 2016, ChEnero2016), junto con mayores valores de pH,

conductividad, PT y Chla. En cambio, para valores negativos de CP1 (izquierda del biplot),

se ordenaron las muestras correspondientes a las lagunas de la cuenca baja, junto con

mayores valores de NT y menores valores de pH, conductividad, PT y Chla. Asimismo,

hacia valores positivos de la CP2 (parte superior del biplot) se ordenaron las muestras

correspondientes a las lagunas de ambas cuencas con mayores valores de turbidez y OD.
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Figura 14. Analisis de Componentes Principales (ACP) con las variables fisicas, quimicas y biol6gicas.

10. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA COMUNITARIA DEL BACTERIOPLANCTON

10.1 ANALISIS POR DGGE
10.1.2 ANALISIS DE LA RIQUEZA DE OTUS DOMINANTES

La Figura 15 muestra el perfil genético obtenido para Gomez, Carpincho,
Chascomus y El Triunfo en cada fecha de muestreo. Se analizaron un total de 20 muestras,
aunque la muestra correspondiente a Gémez octubre 2015 (GoOct2015) no dio un patrén

de bandas definido, por lo que se quité esa muestra del analisis.

En total se observaron 442 bandas ubicadas en 72 posiciones diferentes. El numero
de banda por sitio varié de 12 a 39. Se observo una buena correlacion entre la conductividad
y la rigueza de bandas para cada sitio y fecha de muestreo (r= -0,65; p= 0,002; N= 19). En
cuanto a la riqueza, se observo que la cuenca baja presenté un numero significativamente
mayor de bandas (promedio= 27, rango: 20-39 bandas) respecto de la cuenca alta
(promedio=19, rango: 15-32) (p =0,006). Gémez fue la laguna que presentdé una menor
rigueza de bandas (14); mientras que Chascomus fue quien presento la rigueza mayor (29

bandas) durante el afio de estudio. (Figura 16A y B).
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Figura 15. Perfil genético obtenido a partir de la técnica de fingerprinting (DGGE).
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Figura 16. Diagramas de cajas correspondientes al nUmero de bandas de DGGE entre cuencas (A) y entre
sitios (B). El Triunfo-Chascomus, p= 0,14; Carpincho-El Triunfo, p= 0,14; Gobmez-El Triunfo, p= 0,01; Gbmez-
Chascomus, p= 0,01; Carpincho-Chascomus, p= 0,2; Gomez-Carpincho, p=0,01.
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10.1.3 DIAGRAMA DE VENN

El grafico de Venn (Figura 17) muestra la distribucion de OTUs entre lagunas y
cuencas. El 25% de las bandas (OTUs dominantes) se registraron en los cuatro sistemas.
Por otro lado, el 19% de bandas registradas fueron exclusivas de la cuenca baja y el 7% de
la cuenca alta. Una unica banda fue exclusiva de Gomez, el 7% de bandas fueron

exclusivas de la laguna Carpincho, el 3% de El Triunfo y el 7% de Chascomus.
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Figura 17. Diagramas de Venn para las 4 lagunas: OTUs dominantes (niUmero de
bandas) obtenidas por DGGE.

10.2 ANALISIS POR ILLUMINA MISEQ
10.2.1 ANALISIS DE LA RIQUEZA DE OTUs TOTALES

La rigueza total fue de 4021 OTUSs, con un rango de 564 a 1335 OTUs, teniendo en
cuenta las cuatro lagunas en su conjunto. La curva colectora (Figura 18) mostré que para
las distintas lagunas la riqueza de OTUs se acercé a la meseta, sugiriendo que la
secuenciacion tendio a capturar la riqueza total del bacterioplancton presente en cada

sistema.
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Figura 18. Curva colectora para cada laguna estudiada.

La riqueza de OTUs se muestra en la Tabla 7. En la Figura 19 se representan,
mediante graficos de tortas, los porcentajes de OTUs pertenecientes a los taxones
abundantes, poco comunes y raros, para los cuatro sistemas, asi como también entre
cuencas. Al considerar la riqueza de OTUs totales obtenidos por lllumina MiSeq, se observé
una mayor riqueza de OTUs en las lagunas de la cuenca alta y una menor rigueza en las
de la cuenca baja (Tabla 7). Chascomus fue la laguna que presenté una menor riqueza de
OTUs, en cambio, Carpincho fue quien presenté un mayor nimero de OTUs totales (Tabla
7 y Figura 20). Ademas, de acuerdo al analisis de medias fue posible determinar que la
media de OTUs entre cuencas fue significativamente diferente (p= 0,0004). Asimismo, la
Unica comparacion de rigueza de OTUs totales, entre lagunas, que no fue significativa fue
la de Gomez y Carpincho con un valor de p= 0,7 y Gomez y Chascomus con un p= 0,06 (a
=0,05).

Tabla 7. Numero de OTUs correspondientes a los taxones abundantes, poco comunes, raros y
totales obtenidos en el periodo de muestreo.

Cuenca Cuenca

OTUs Gomez Carpincho Chascomas El Triunfo :
Alta Baja

Taxones 95 08 83 94 106 150
abundantes
Taxones poco g, 434 450 406 550 743
comunes
Taxones raros 1755 1834 1159 1250 2379 2105
Totales 2332 2366 1692 1750 3035 2998
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Figura 19. Gréficos de torta que representan el porcentaje de OTUs correspondiente a cada taxon
(abundante, poco comun, raro), teniendo en cuenta cada laguna y cuenca.
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De acuerdo al andlisis de medias de la rigueza de OTUs para los taxones
abundantes/dominantes obtenidos por secuenciacion masiva, se observé una diferencia
significativa entre cuencas (alta y baja) con un valor de p= 0,0001, donde la cuenca baja
present6 una mayor riqueza de OTUs (Tabla 7), en coincidencia con lo obtenido por DGGE.
Asimismo, se observaron diferencias significativas entre las lagunas de Gémez y Carpincho

(cuenca alta) (Tabla 8).

Tabla 8. Nivel de significancia de medias correspondientes a la riqueza de OTUs abundantes
entre sitios (significativo= p<0,05).

p Gomez Carpincho Chascomus

Goémez

Carpincho 0,009

Chascomus 0,009 0,01
El Triunfo 0,009 0,007 0,91
A B Gomez [ Carpincho [ El Triunfo Chascomus B [ Cuenca Alta M Cuenca Baja
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Figura 20. Diagramas de cajas correspondientes al nimero de OTUs promedio entre cuencas (N= 10) (A)
y entre sitios (N=5) (B). El Triunfo-Chascomus, p= 0,02; Carpincho-El Triunfo, p= 0,01; Gémez-El Triunfo,
p= 0,01; Gémez-Chascomus, p= 0,06; Carpincho-Chascomus, p= 0,01; Gbmez-Carpincho, p=0,7.
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10.2.2 DIAGRAMA DE VENN

El grafico de Venn (Figura 21) muestra las OTUs exclusivas y/o compartidas entre
lagunas o cuencas. El 19% de OTUs fueron compartidas entre los cuatro sistemas. El 22%
de OTUs fueron exclusivas de la cuenca alta y el 4% fue exclusivo de la cuenca baja. En
particular, el 6% de las OTUs fueron exclusivas de Gomez, el 7% fueron exclusivas de
Carpincho, el 13% de El Triunfo y el 11% de Chascomus. Por otro lado, teniendo en cuenta
el nimero total de OTUs obtenidos, se observaron correlaciones con las siguientes
variables ambientales (N=20): profundidad del disco de Secchi (r=-0,62; p= 0,003), pH (r=
0,54; p=0,01), conductividad (r= 0,48; p= 0,03), turbidez (r= 0,640; p= 0,002), SS (r= 0,59;
p= 0,006), PT (r= 0,68; p= 0,0009), PRS (r=0,63; p= 0,003) y Chla (r= 0,64; p= 0,002).

Carpincho

_El Triunfo
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/<\ .
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/ 163

244

Figura 21. Diagrama de Venn para las 4 lagunas.

10.2.3 ANALISIS TAXONOMICO

Los phyla Proteobacteria (Beta- y Alfa-), Bacteroidetes, Actinobacteria,
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Candidato OD1 (Parcubacteria) se hallaron en los cuatro
sistemas, aunque variaron en porcentajes entre sitios y/o cuencas (Figura 22).
Actinobacteria dominé en las 4 lagunas durante el periodo de estudio. El grupo Firmicutes
presento un porcentaje muy similar en las lagunas de la cuenca alta y un menor porcentaje
en El Triunfo, pero no se hall6 en la laguna Chascomus. Los grupos Alfaproteobacterias y
Planctomycetes estuvieron mejor representados en las lagunas de la cuenca baja que en

las de la cuenca alta (Figura 22A).
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De acuerdo a la Figura 22B, se puede observar la dindmica temporal de los taxones
dominantes para cada sitio. En el caso de las lagunas de la cuenca alta, Actinobacteria fue
el unico phylum que mostré un patrén de variacion estacional marcado, con un minimo de
abundancia en el mes de julio. En relacion con las lagunas pertenecientes a la cuenca baja,
en Chascomus todos los grupos mostraron una variacion estacional con, por ejemplo, un
pico maximo en enero (2015), julio y octubre para Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Planctomycetes, y Alfaproteobacteria, respectivamente. En El Triunfo, se observé que los
phyla Actinobacteria, Alfaproteobacteria y Bacteroidetes variaron de manera sincronizada
a lo largo de las estaciones, con un pico maximo de abundancia en julio, lo contrario ocurrié

con el patron de variacion de Planctomycetes.
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Figura 22. A: gréfico de barras apiladas al 100%, porcentaje en el que cada phylum contribuye al total de
OTUs abundantes para cada sitio. B: dinamica temporal de los phyla méas representados.

10.2.4 NMDS

En base a la matriz de abundancia relativa de OTUs totales obtenidos por
secuenciacion masiva, la ordenacién empleando los ejes 1y 3 resulté la que mejor segregd
a los sitios de acuerdo a su estructura comunitaria (Figura 23A). Se observo que las
lagunas se ordenaron de acuerdo a la cuenca de pertenencia: las lagunas de la cuenca alta
se ordenaron, hacia la izquierda del eje NMDS 1 y las lagunas de la cuenca baja se
ordenaron hacia la derecha del mismo. Por otro lado, los resultados del ANOSIM (Tabla 9)
indicaron tres grupos diferentes en base a la estructura comunitaria bacteriana: la
comunidad caracteristica de Gomez-Carpincho que no difirid significativamente entre
lagunas y se distinguieron de las lagunas de la cuenca baja; por otro lado, se distinguieron
la comunidad caracteristica de El Triunfo y la comunidad de Chascomus. Ademas, se
observé un ordenamiento de acuerdo a la estacionalidad: las muestras correspondientes a
invierno y primavera (julio-octubre) en Gomez, Carpincho y Chascomus tendieron a
ordenarse juntas, asi como también las muestras de verano y otofio (enero-abril). Por el

contrario, este mismo comportamiento no se observo en la laguna El Triunfo.
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Tabla 9. Significancia de las comparaciones entre grupos (sitios) mediante el test de ANOSIM (a=
0,05).

R p

Cuenca Alta-Cuenca Baja 0,57 0,0001

GOmez-Carpincho -0,16 0,82

El Triunfo-Chascomus 0,72 0,009

Gomez-El Triunfo 0,78 0,007
Goémez-Chascomus 1 0,007
Carpincho-EIl Triunfo 0,72 0,008

Carpincho-Chascomus 1 0,008

De acuerdo a la matriz de presencia-ausencia de OTUs totales obtenidos por lllumina
MiSeq, la ordenacion de acuerdo a los ejes 1 y 2 resulté la que mejor segregd a los sitios
entre si (Figura 23B). Las lagunas con régimen turbio se ordenaron juntas hacia la izquierda
del eje NMDS 1y la laguna en régimen claro se encontré ordenada hacia la derecha, es
decir, que se observo un ordenamiento separado de acuerdo al régimen de los sistemas.
Las lagunas de la cuenca alta, al igual que en el NMDS para la abundancia de OTUs, se
ordenaron de manera superpuesta, donde se observd un patrén de sincronizacién entre
ellas, pero no asi entre las lagunas pertenecientes a la cuenca baja. El Test de similitud
(ANOSIM) realizado en base a todo el set de datos evidencio diferencias significativas entre
cuenca alta y cuenca baja (R= 0,57; p= 0,0001) y diferencias entre sitios cuando se realizo
la comparacion de a pares (R=0,78; p= 0,0001) (Tabla 10). La comparacién entre cuencas
exclusivamente, mostré que la composicion de OTUs bacterianos difiere de acuerdo al
factor cuenca. La comparacion de pares evidencié la existencia de tres grupos (Chascomus,

El Triunfo y, en conjunto, Gbmez-Carpincho) tal como se vio anteriormente.
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NMDS 3

Tabla 10. Significancia de las comparaciones entre grupos (sitios) mediante el test de ANOSIM

a= 0,05).
( 9) R 0
Cuenca Alta-Cuenca Baja 0,47 0,0001
Gomez-Carpincho 0,12 0,7
El Triunfo-Chascomus 1 0,009
Goémez-El Triunfo 1 0,008
Gomez-Chascomus 1 0,007
Carpincho-El Triunfo 1 0,007
Carpincho-Chascomus 1 0,009
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Figura 23. Andlisis de Ordenamiento: NMDS. A: biplot obtenido a partir de la matriz biolégica de
abundancia relativa de reads/lecturas por OTU, empleando el indice de Similitud Bray Curtis. B: biplot
obtenido a partir de la matriz biologica de presencia-ausencia de OTUs, empleando el indice de
Similitud de Jaccard. A: indice de Stress= 0,05; B: indice de Stress= 0,04.

10.2.5 TEST DE MANTEL

En la Tabla 11 se muestran las correlaciones correspondientes a los analisis de
Mantel simple y parcial, considerando la matriz de abundancia relativa de OTUs totales
obtenidos por lllumina MiSeq. Los nombres de las matrices que figuran fuera del paréntesis
corresponden a las matrices que fueron comparadas mientras que la tercera matriz, ubicada
dentro del paréntesis corresponde al factor cuyo efecto fue removido. La correlacién
Biol6gico-Ambiental (Geogréfico) mostré que, al aumentar la similitud en las variables
ambientales, aument6 también la similitud en la composicién del bacterioplancton. Es decir,
a mayor similitud ambiental entre sitios, mayor es la similitud biol6gica. La correlacion
Biologico-Geografico (Ambiental) revel6 que, al aumentar la distancia geografica entre los
sitios, disminuy6 la similitud entre comunidades del bacterioplancton; por lo tanto, no solo
el ambiente influiria en la estructuracién, sino que también la distancia geogréfica entre los

sitios estudiados.

Asimismo, se llevé a cabo un test de Mantel simple entre la matriz de similitud

ambiental y la matriz de distancia geogréafica donde hubo una correlaciéon de -0,42 con un
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valor de p<0,05. Por lo tanto, a mayor distancia geografica, menor la similitud ambiental

entre los sitios estudiados.

Tabla 11. Test de Mantel simple y parcial. Coeficientes de correlacion de Spearmanr.

Simple Parcial
r p r p
Biolégico-Ambiental 0,60 p<0,05
Bioldgico-Geografico -0,64 p<0,05
Biolégico-Ambiental (Geogréfico) 0,52 p<0,05
Biolégico-Geografico (Ambiental) -0,60 p<0,05

10.2.6 RDA

Para la matriz de abundancia relativa de las OTUs totales (Figura 24), obtenidas a
partir de los datos de secuenciacién masiva, se evaluo la significancia del modelo global a
través del Test de Monte Carlo, el cual resulto significativo (p= 0,002). Al ser el modelo
significativo, se prosiguié a realizar “forward selection” de las variables ambientales
explicativas. El andlisis realizado, indicé que el porcentaje de variancia acumulada fue del
79% para los dos ejes, siendo del 44% para el eje 1. Las variables significativas fueron:
conductividad (p= 0,001), Secchi (p= 0,001), OD (p=0,011) y PRS (p= 0,001). De acuerdo
a los resultados, fue posible diferenciar entre cuencas: la cuenca alta se ordené hacia el
lado izquierdo del biplot junto a mayores valores de conductividad y PRS, y una disminuida
concentracion de OD, mientras que las lagunas de la cuenca baja se ordenaron hacia el
lado derecho del biplot junto a mayores valores de OD y Secchi. En particular, la laguna El
Triunfo se ordend hacia mayores valores de Secchi. Asimismo, este analisis evidencio un
patron de ordenamiento temporal para Carpincho y Gomez, observandose que las muestras
correspondientes al verano y al otofio (enero y abril) se ordenaron juntas (margen superior
izquierdo del biplot), y separadas de las de invierno y primavera (julio y octubre, ordenadas

hacia el margen inferior izquierdo).
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Figura 24. Andlisis de Ordenamiento: RDA. Biplot obtenido a partir de la matriz biolégica de abundancia de OTUs totales. En la figura: cuadrado

representa verano, rombo representa otofio, estrella representa invierno y circulo primavera. Cada color representa a una laguna distinta.
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DISCUSION

El presente estudio constituye el primer trabajo en llevar a cabo la caracterizacién de
la composicion bacterioplancténica de las lagunas Gomez y Carpincho (cuenca superior del
Rio Salado), asi como también en comparar la estructura bacterioplancténica entre lagunas
ubicadas en la cuenca superior e inferior del Rio Salado, utilizando técnicas de fingerprinting
(DGGE) y tecnologias de ultima generacién (lllumina MiSeq). En términos generales, los
resultados indican diferencias en la estructura del bacterioplancton entre cuencas v,

ademas, entre sistemas con diferentes estados de equilibrio.

De acuerdo a las técnicas empleadas en este trabajo, DGGE mostrd una distincién
comunitaria entre cuencas, con una mayor riqueza de OTUs abundantes en las lagunas de
la cuenca inferior en comparacion con las de la cuenca superior, al igual que lo observado
con las OTUs abundantes/dominantes obtenidas por secuenciacion masiva. Esta Ultima
técnica permitidé, ademas, hacer una caracterizacién general acerca de los taxones que se
encontraban en cada laguna y en cada cuenca, en contraposicion al DGGE que, como se
observod previamente (Llames et al., 2013), no resulta exitoso para obtener informacion
taxondémica de las bandas cortadas y secuenciadas (Sanger) en ecosistemas acuaticos

pampeanos.

ANALISIS DE LA VARIACION TEMPORAL Y ESPACIAL DE LAS VARIABLES
AMBIENTALES

Los valores de OD se mantuvieron, en los cuatro sistemas, por encima del umbral
establecido para el desarrollo de la vida acuéatica (Arocena y Conde, 1999; Bain y
Stevenson, 1999). Por otro lado, cabe destacar que el nivel hidrico no presento correlacion
con las variables ambientales medidas. Esto puede deberse a que las lagunas Goémez,
Carpincho y ChascomUs presentan obras de regulacion del nivel. Los valores de los indices
Tréficos indicaron que las lagunas estudiadas (Gémez, Carpincho, Chascomus y El Triunfo)
se encontraron en un estado hipereutrofico durante el periodo de muestreo (2015-2016).
Asimismo, durante este periodo tanto Gmez como Carpincho y Chascomus se hallaron en
un régimen de aguas turbias fitoplanctonicas (dado los elevados valores de Chla, SS,

turbidez, y los menores valores de Secchi), mientras que El Triunfo se encontré en un



estado de aguas claras. Estos resultados, en conjunto con el resto de los valores obtenidos
para las variables ambientales, concuerdan con lo reportado previamente por otros autores
para estos sistemas (Quirds et al., 2002a; Torremorell et al., 2007; Allende et al., 2009;
Silvoso et al., 2011; Llames et al., 2013).

El nitrogeno posee una dindmica abierta (ya que una parte del ciclo biogeoquimico
consiste en la fijacion atmosférica), por lo tanto, es dificil inferir alguna relacion entre su
concentracion y su dinamica con las actividades antropicas que se llevan a cabo en la
cuenca. En cambio, el fésforo tiene una dinamica cerrada, lo cual, permite comprender los
procesos que estan ocurriendo en relacion a las actividades humanas. Por otro lado, acorde
a lo propuesto por Gabellone et al. (2005), y a las imagenes satelitales expuestas (Sanchez
et al., en prep.), se sabe que la cuenca del Rio Salado presenta una marcada zonificacion
respecto a los distintos usos del suelo. Ademas, las precipitaciones asociadas a épocas de
fertilizacion de los cultivos (en particular los meses de junio-julio para el trigo y la cebada,
septiembre para el maiz, y octubre-diciembre para maiz y soja) provocan un mayor lavado
de los nutrientes de tierras circundantes que finalmente se registran en los cuerpos de agua

y terminan afectando el estado trofico y las comunidades planctonicas (Quirés et al., 2002a).

De acuerdo a los registros, para la laguna Chascomus se observaron elevados
valores de PT, no asi de PRS. Esto sugiere que la dinAmica de este nutriente es rapiday,
una vez que ingresa al sistema, es captado por los microorganismos e incorporado a la
biomasa. Por otro lado, para las lagunas de la cuenca alta, se observd, en octubre, un pico
maximo en la concentracion de fésforo junto con un aumento en las precipitaciones. Este
aumento observado, en coincidencia con el pico maximo de lluvia para la fecha, sugiere un
efecto de lavado y escorrentia de este nutriente desde los campos hacia las lagunas como
consecuencia del periodo de fertilizacion en esta época del afio. Esto se reflejo tanto en el
patron de variacion de PRS como en el patron de variacion de PT. De acuerdo a los
resultados obtenidos, el PT, ademés, se correlacioné con la concentracion de Chla.
Consistente al disminuido valor de esta Ultima variable para octubre, el aumento en la
concentracion de foésforo no estaria relacionado a un evento de floracion de fitoplancton. De
modo que, la diferencia en la concentracion de PT como PRS entre cuencas (mayor
concentracion en la cuenca alta) sugiere una relacion con el uso de suelo que rodea la

cuenca.
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ANALISIS DE LA ESTRUCTURA COMUNITARIA DEL BACTERIOPLANCTON Y
SU DINAMICA

En relacion a las técnicas empleadas, mediante fingerprinting (DGGE) vy
secuenciacion masiva se visualizé que la estructura comunitaria entre los sistemas difiere
entre cuenca alta y cuenca baja. Al tener en cuenta las OTUs totales (obtenidas por lllumina)
se encontrd que las lagunas de la cuenca superior presentaron una mayor rigueza que las
lagunas de la cuenca inferior. Luego, para las lagunas Gémez y Carpincho (cuenca alta) no
se observo diferencia significativa en cuanto a la riqueza total, mientras que, para El Triunfo
y Chascomus (cuenca baja) si se observaron diferencias que son atribuibles, de acuerdo a
resultados previos (Llames et al., 2013), al estado alternativo de cada sistema.

Si bien la diversidad que capta cada técnica es diferente, como se discutio
anteriormente, ambas mostraron que las lagunas de la cuenca inferior presentaron una
mayor riqueza de OTUs abundantes/dominantes que las lagunas de la cuenca superior.
Para DGGE, Uunicamente se observaron diferencias significativas en la riqueza de OTUs
abundantes entre Gomez y el resto de las lagunas, donde Gomez mostro tener una menor
rigueza en comparacion a las demas. En cambio, en relacién a las OTUs abundantes
obtenidas mediante secuenciacion, se observd Unicamente diferencias significativas, al

realizar la comparacion entre lagunas, entre El Triunfo y Chascomus.

En términos generales, los tipos de phyla dominantes encontrados en las cuatro
lagunas estudiadas, son los esperados de acuerdo a los linajes bacterianos mas comunes
encontrados en estos tipos de sistemas (Wu et al., 2007; Tang et al., 2009; Newton et al.,
2011; Steven et al., 2011), donde la dominancia de la mayoria se relaciona con elevadas
concentraciones de nutrientes como las registradas en las lagunas de este trabajo. En
particular, como fue detallado en los Resultados, se encontrd que el phylum Firmicutes se
hall6 solamente en las lagunas de la cuenca alta (Gomez y Carpincho) y en EIl Triunfo.
Montecchia et al. (2015) realizé un estudio en dos areas de la yunga argentina, donde, al
momento del estudio, se dedicaban al cultivo de cafia de azucar (Jujuy) y soja (Salta),
empleando como “experimento control” el suelo nativo de la region. Observé que, a pesar
de una débil asociacion entre las propiedades del suelo y la estructura bacteriana, en Salta,
donde el area estaba destinada al uso de suelo agricola, el phylum Firmicutes se

encontraba dentro de los abundantes, tal como se habia visto en estudios posteriores en
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suelos del Amazonas que estaban destinados a las pasturas. Esto sugiere que este grupo
podria tener ventajas en ambos tipos de suelo, aunque, dada la mayor abundancia
observada en las lagunas de la cuenca alta, podria suponerse que el mismo se encuentra
mas favorecido en zonas cuyo uso de suelo es predominantemente agricola. Por otro lado,
el phylum Candidato OD1 o Parcubacteria (Nelson y Stegen, 2015) fue encontrado en las
cuatro lagunas, aunque en mayor porcentaje en Chascomus. Los organismos
pertenecientes a este phylum fueron identificados en un amplio rango de ambientes
anoxicos asi cOmo oxigénicos, ademas poseen un genoma pequefio (menor a 1 Mb) y
tienen capacidades metabdlicas reducidas (como por ejemplo la biosintesis o reparacién
de ADN). Debido a esto, se considera que los organismos que pertenecen a este phylum
son ectosimbiontes, es decir, parasitos adheridos a la superficie de otros microorganismos,
de esta manera, tienen acceso a nutrientes o fuentes de energia que son producidas en el
huésped. Hay muy poca informacién acerca de la ecologia y biogeografia de Parcubacteria,
por esta razén, no es posible determinar una causa especifica de su presencia y

abundancia.

El andlisis de NMDS, en base a la matriz de abundancia y de presencia-ausencia,
evidencié la asociacién entre sistemas turbios (Gémez, Carpincho y Chascomus) y
sistemas de aguas claras (El Triunfo). Esto muestra que el régimen ejerce cierto peso en la
composicién de la comunidad microbiana de estos sistemas (Gucht et al., 2001; Muylaert
et al., 2002; Wu et al., 2007; Llames et al., 2013). Por otro lado, el NMDS reflej6 una
separacion entre cuencas y, a través del RDA, fue posible hallar una separacién similar.
Este dltimo analisis reveld, ademas, que la estructura comunitaria esta determinada por la
concentracion de OD, la conductividad, la transparencia y la concentracion PRS en las
areas circundantes a estas lagunas. En relacion a esta ultima variable, Fermani et al. (2015)
observd una fuerte correlacion entre el PT y las bacterias heterotréficas, para los mismos
cuerpos de agua, sugiriendo que la disponibilidad del recurso regularia la comunidad

bacterioplanctdnica de estos sistemas.

En concordancia con los resultados obtenido con el anélisis de NMDS, en el RDA
también se observd la presencia de tres grupos (Gomez-Carpincho, Chascomus y El
Triunfo), en conjunto a la separacion de acuerdo a las cuencas. Esta diferenciacion entre

cuencas puede estar definida, ademas, por la limitacién de la dispersion dada por dos
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factores: la distancia y el grado de conexion al Rio Salado. En lo referido a la limitacion
debida a la distancia entre los sistemas, se observo una correlacion negativa (test de
Mantel) entre la matriz de distancia geogréfica y la matriz biolégica correspondiente a la
abundancia relativa (reads/lecturas por OTUSs). Esto implicaria que, a una mayor distancia
geografica entre los sitios, menor es la similitud biolégica entre ellos. Por otro lado, las
lagunas presentes en el estudio presentan un grado variable de conectividad entre ellas y
con el Rio Salado (Gabellone et al., 2005): Gémez y Carpincho se conectan directamente
entre si a través del rio, la laguna Chascomus lo hace mediante otras lagunas y El Triunfo
se vincula durante periodos de inundacion. Ademas, segun Quirds y Drago (1999) el tiempo
de residencia del agua en las lagunas es generalmente corto, en el orden de 3-5 meses.
Por lo tanto, podria esperarse que los taxones compartidos entre los sistemas estén
relacionados con la conexion fisica entre ellos y la distancia geografica que los separa. El
Triunfo no posee entrada de rio y es alimentado solo por aguas subterraneas o lluvias, por
lo tanto, se esperaria que la composicion sea diferente en comparacion de las demas
lagunas (Gémez, Carpincho y Chascomus). A pesar de esto, los tres sistemas que poseen
conexion permanente con el Rio Salado comparten algunos phyla con El Triunfo (entre
1,5% y 4% de OTUSs), lo que sugeriria que la seleccién ambiental ejerce un importante rol

sobre la composicidn de estos sistemas, acorde a lo obtenido por Llames et al. (2017).

Finalmente, la dinamica estacional y la composicion taxonémica del bacterioplancton
de las lagunas de la cuenca alta fueron similares, resultado que podria deberse a la
cercania y/o conexion directa existente entre ellas (distancia de aproximadamente 14 km).
Por otro lado, cuando se realiz6 el andlisis empleando las OTUs totales, se evidencio un
patrén de variacion temporal para El Triunfo. La composicién del bacterioplancton, al inicio
del estudio, resulté similar a la de las lagunas con régimen turbio la cual fue cambiando
progresivamente a un sistema de aguas claras, al finalizar el mismo. Un comportamiento

similar fue reportado por Llames et al. (2013).

Dado los resultados obtenidos, es importante destacar que la relacion entre el estado
del ecosistema y la composicion del bacterioplancton es consistente con trabajos previos
gue reportan patrones sistematicos para las lagunas de la Regiéon Pampeana, con respecto
a las caracteristicas fisicas, quimicas, macrozooplancton, comunidades de peces (Quirés

et al., 2002b), composicion fitoplanctonica (Allende et al., 2009; Izaguirre et al., 2012, 2015;
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Jyrkankallio-Mikkola et al., 2017), y la estructura de las comunidades del picoplancton

(Silvoso et al., 2011) y bacterioplancton (Llames et al., 2013).

En sintesis, la relacion observada entre las variables ambientales y los datos
bioldgicos, para los sistemas tratados en esta tesis, concuerda con la nocion del Sorting de
especies (Teoria de Metacomunidad), al igual que lo observado en lagunas con las mismas
caracteristicas por Llames et al. (2013). Por lo tanto, no solo el estado de equilibrio de las
lagunas pudo haber definido la presencia y/o abundancia de determinados
microorganismos, sino que también cierto grado de limitacion en la dispersion en épocas
de aguas bajas y la variacion fisico-quimica entre cuencas. Los resultados aqui obtenidos
presentan una evidencia mas de que las diferencias ecoldgicas entre las lagunas pueden
influenciar de manera pronunciada la composicién de la comunidad bacteriana (Horner-
Devine et al. 2004).

En base a los resultados obtenidos, se planea realizar, a mediano plazo, estudios
gue incorporen un mayor numero de lagunas y de muestras por sitio a lo largo de la cuenca
del Rio Salado, de forma de posibilitar la obtencién de mayor informacion acerca de la
variacion en la estructura comunitaria y de las variables ambientales, tanto a nivel espacial
como temporal. Asimismo, abordar estudios que tengan en cuenta los factores ambientales
(grado de conexion entre los sistemas, capacidad de dispersion de los microorganismos, y
caracteristicas ambientales de los cuerpos de agua) en su conjunto, resulta sustancial para
determinar la proporcién en la que influye cada uno de ellos en la determinacion de la
composicion comunitaria. Por otro lado, el tipo de uso del suelo, relacionado a las
actividades antrépicas, podria tener un importante rol en la modelacién de la estructura del
bacterioplancton en las lagunas pampeanas. Por lo tanto, en trabajos futuros, cobra
importancia incorporar variables que proporcionen informacion directa de las actividades

humanas y sus efectos sobre los cuerpos de aguas y las comunidades biologicas.

CONCLUSIONES

A nivel de técnicas moleculares, seria conveniente contemplar analisis futuros que

empleen secuenciacion masiva, ya que permite realizar un estudio de caracterizacion de la
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diversidad de los componentes microbianos en lagunas pampeanas como se observé en

este trabajo.

Por otro lado, este trabajo fue el primero en realizar la caracterizacién de la
composicion bacterioplanctonica de las lagunas Gomez y Carpincho, asi como también en
comparar dicha composicion entre la cuenca superior en inferior del Rio Salado. Los
resultados obtenidos indican que la estructura bacteriana no solo varié entre cuencas, sino
también entre sistemas con diferentes estados de equilibrio. En este sentido, dentro del
concepto de Metacomunidad la nocion de Sorting de especies explica el patron de
composicién microbiana para los sistemas analizados. De modo que, estos resultados nos
permiten avanzar en el entendimiento de la estructura de los componentes microbianos de
estos ecosistemas, aportando informacién ecoldgica sobre las comunidades procariotas

gue se desarrollan en ellos.

Finalmente, incorporar la relacion del grado de conexién entre los sistemas, la
capacidad de dispersion de los microorganismos, ademas de las caracteristicas
ambientales de los cuerpos de agua, permite un mayor nivel de comprension de la
estructuracion del bacterioplancton en los ecosistemas acuéticos. En particular, la
incorporacion de variables y experimentos que permitan evaluar de manera directa el efecto
de la actividad humana sobre la estructura comunitaria del bacterioplancton resulta crucial
para comprender la magnitud del impacto existente en las lagunas, posibilitando el

desarrollo de estrategias de manejo que mitiguen estos efectos.
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