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ALDO AMILCAR MARIAZZI
(1943-1995)

El Dr. Aldo Amilcar Mariazzi fallecio el 9 de setiembre de 1995. Nacido en la
ciudad de Chivilcoy. Pcia. de Buenos Aires. el 23 de marzo de 1943, se trasladé a la
ciudad de La Plata para realizar sus estudios universitarios, donde se gradud, en la
Facultad de Ciencias Naturales y Museo, como Licenciado en Zoologia en mayo de
1968. Conrinuc sus estudios de postgrado, egresando de la Facultad de Cilencias
Vererinarias de la Universidad Nacional de La Plata con el titulo de Bacteridlogo
Clinico e Industrial en diciembre de 1970. Especializado en bacteriologia limnolégica,
sutesisdoctoral * Estudio bacteriolégico en ecosistemas lacustres subalpinos. Ecologia
¥ taxonomia de microorganismos con actividad lipolitica” lo llevé a ser el primer
Doctor en Bacteriologia Clinica e Industrial egresado de la Universidad de La Plata,
en noviembre de 1975.

Desde al afio 1966, en que co-
nenzo sus tareas como técnico contra-
tado del Ministerio de Asuntos Agra-
rios de la Pcia. de Buenos Aires, sits
trabajos se orientaron siempre a la
investigacion de las relaciones de las
bacterias acudticas con su medio am-
biente. Fue asi como en el afio 1968
ingresé como Investigador Asociado
con dedicacion exclusiva, a cargo del
Laborarorio de Bacteriologia del Insti-
nwo de Limnologia de la Universidad
Nacional de La Plata, cargo que man-
tivo en forma interina y por concurso
desde 1972. A partir de 1975 fue jefe de
Trabajos Prdcticos con dedicacion ex-
clusiva. del Instturo de Limnologia de
la UNLP. Sicingreso a la Carrera del
Investigador Cientifico del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientifi-
cas v Técnicas fite en el afio 1977, como

Investigador adjunto. A partir de 1981



¥ hasta la actualidad se desemperiaba como Investigador Independiente de CONICET

Toda su carreraladesarrollé en el Instituto de Limnologia de La Plata, hoy llamado
“Dr. Rail A. Ringueler” en honor de quien fuera su creador, de quien el Dr. Mariazzi fue
uno de los discipulos ademds de integrante del plantel de profesionales que dio origen
a esta institucion. En ella llegé a formar parte del Consejo Asesor (1986-1987), teniendo
luego el honor de ser su Director entre los afios 1987 y 1989.

Varias becas lo llevaron a completar e intercambiar sus conocimientos con
prestigiosos cientificos del mundo. En 1973 - 1975 fue becario externo del CONICET en
el Istituto Italiano di Idrobiologia, Pallanza, Italia. En 1975, como becario del British
Council tuvo como lugar de trabajo el Windermere Laboratory, Freshwater Biological
Association, Gran Bretafia. En el afio 1985 fue becario de postdoctorado de la Japan
Society for the Promotion of Science, en la Facultad de Agriculture de la Universidad de
Kyoto, Japon.

Fue director de becarios, tesistas e investigadores, pues muchos noveles cientificos
encontraron en él una valiosa guia en sus trabajos; y aiin posibilito el viaje de muchos de
ellos al exterior, ofreciéndoles desinteresadamente sus miltiples contactos internaciona-

les.

Autor de casi 50 trabajos cientificos e innumerables de orden técnico, fue un
ferviente impulsor del estudio a largo plazo de los cuerpos de agua continentales, a fin
de observar en ellos la influencia del hombre. Fue asi que se encontraba abocado al
estudio de los efectos pre y post operacionales de la central atémica, sobre el Embalse
de Rio Tercero, desde el afio 1977.

Establecié una importante red de contactos internacionales con investigadores
reconocidos mundialmente habiendo alcanzado un amplio reconocimiento cientifico
dentro de su especialidad. Tuvo un gran talento para tonar nuevas ideas e instrumentarlas
dentro de su grupo de trabajo del Instituto de Limnologia, a quienes dio los fundamentos

de las investigaciones sobre ecologia microbiana que hoy estd desarrollando.

Con la desaparicion de Aldo Mariazzi, hemos perdido no solo un amigo sino
también a un inspirado colega, cuyo protagonismo en la investigacion microbioligica

serd dificil de reemplazar.

Miguel Angel Di Siervi



BIOLOGIA ACUAITICA N°18

INnsTITUTO DE LiMNoLoGiA "DR. RAUL A, RINGUELET”
CONICET - UNLP

INDICE

Medicion de la produccion bacteriana en un embalse patagénico.
Aspectos metodolo’gicos ................................................................................................ pa’g_ ]
MicueL A. D1 Siervi. ALbo A. MaRiazzt Y JORGE L. DONADELLI

Medicion de la produccion bacteriana en un embalse patagonico.
Importancia de bacterias libres y adheridas ............cccccovevioiiici i pag. 14
MiGUEL A. D1 Siervi, ALDO A. MARIAZZI ¥ JORGE L. DONADELLI

Medicion de la produccion bacteriana en un embalse patagonico.
Variaciones de cortos periodos de BIEIMPO - v pig. 23
MiGuel A. Di Siervi, ALDo A. MariAzzt v Joree L. DONADELLI

Medicién de la produccion bacteriana en un embalse patagonico.
Variaciones espacio temporales v relaciones con la produccion primaria ................. pag. 33
MiGuer A Di Sigrvi. ALbo A Mariazz1 v JorGe L. DoNaDELLL



Biologfa Acuatica, N¢ 18, 1995

MEDICION DE LA PRODUCCION BACTERIANA
EN UN EMBALSE PATAGONICO. ASPECTOS

METODOLOGICOS.

MIGUEL A. D1 SEERVI, ALDO A. MARIAZZI Y JORGE L.. DONADELL!

Instituto de Limnologia “Dr. Raiil A. Ringuelet”, C.C. 712, 1900 La Plata, Argentina.
Contribucién N° 484.

SUMMARY : Measurement of bacterial production ina Patagonian reservoir. Methodological
aspects.

Prior to the development of a periodical study of bacterial production in the Ezequiel Ramos Mexia
reservoir, several experiments were performed with the aim of selecting an adequate water sample aliquot
and the (*H)-thymidine inoculum, as well as establishing the incubation period and the conversion factars
necessary for the transformation of thymidine incorporation rates into bacterial production. Due to the
particular characteristics of this reservoir, an aliquot of 50 ml and an innoculum of 2.5 aM (H)-thymidine
were adequate for routine experiments; four hours of incubation were concluded to yield satisfactory
results. The conversion factors experiments suggest that the rate of thymidine incorporation is associated
with bacterial growth (increase in cellular volume), as well as with cellular division (inarease in cells
number), and that it is influenced by changes in temperature. Bacterial production can be sub- or
overestimated if the wrong factoris selected. The use of arange of conversion factors is suggested as amore
precise way of expressing bacterial production.

KEY WORDS: Bacterial production, methodology, CH)-thymidine, incubation time, conversion
factors.

RESUMEN: Medicién de la produccién bacteriana en un embalse patagénico. Aspectos
metodolégicos.

Se efectuaron una serie de experimentos como paso previo a un estudio periddico de la produccién
bacteriana medida por incorporacién de (*H)-timidina, en el embalse Ezequiel Ramos Mexfa (Neuquén,
Argentina). Los mismos tuvieron como finalidad seleccionar una alicuota adecuada de muestra, el indcuto
necesario de (*H)-timidina, el tiempo de incubacién y factores de conversion necesarios para transformar
las tasas de incorporacién de timidina en produccién bacteriana.

Los resultados obtenidos indicaron que, una alicuota de 50 ml fue el tamafio de muestra adecuado, como
asf también un indaulo de 2,5 nM de H)-timidina y una incubacién de 4 horas. 1.os experimentos para
la obtencién de factores de conversién sugieren que la tasa de incorporacién de timidina esta asociada al
crecimiento bacteriano (incremento del volumen celular), a la divisién celular (inaemento en el niimero
de células) y que estainfluenciada por los cambios de temperatura. La produccién bacteriana podria sufrir
un error de estimaci6n si se eligeunfactor de conversién equivocado. Porello, sugerimos el usode un rango
de factores como una manera de expresar la produccién bacteriana.

PALABRAS CLAVES: Produccién bacteriana, metodologia, (*H)-timidina, tiempo de incubacién,
factores de conversion.
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INTRODUCCION

El estudio de la producci6n bacteriana basado en la incorporacién de (*H)-timidina
mide la sfntesis de ADN como paso previo al cdlculo de produccién de carbono por las
bacterias. Azam & Fuhrman (1984) discutieron las condiciones necesarias para la aplicacién
de un método ideal que midiera la tasa de crecimiento de bacterias en ambientes acu4ticos,
encontrando que el empleo de (*H)- timidina cumple en un gran porcentaje con las premisas
del métodoideal. El consumo de ( *°H)-timidina, su asimilaci6n en los constituyentes celulares
y la incorporacion al ADN, son todos procesos diferentes, y la tasa de ocurrencia de cada uno
varfa entre los organismos. La incorporacién de (*H)-timidina en el ADN a través de la
timidina quinasa, enzima ausente en hongos, cianobacterias, varias algas eucariotas y
microalgas marinas, s el proceso final que nos permite distinguir la actividad bacteriana de
la de otros organismos. La incorporacion es rdpida y la timidina es eficientemente tomada por
las bacterias, es estable durante su utilizacién, es convertida rdpidamente en nucle6tidos y
marca el ADN con muy poca o ninguna dilucién por “pools” intracelulares. Hay dos formas
principales de biosintesis de nucledtidos en las células: la de novo en la cual los nucle6tidos
son sintetizados a partir de componentes celulares basicos, y 1a natural en la cual las bases
libres y los nucledsidos se obtienen de la degradacion de los nucle6tidos en exceso o 4cidos
nucleicos que son reconvertidos en trifosfatos de nucledtidos. Cuando se realizan mediciones
de tasas de produccién bacteriana en ambientes naturales, se debe ser muy preciso en e
agregado del sustrato marcado a las muestras, para inhibir completamente la sintesis de nove
(Pollard & Moriarty, 1984), como asf también en la seleccién del tiempo de incubacién. Es
necesario ademas establecer un factor que relacione el consumo de timidina con el crecimiento
delasbacterias para poder calcular 1a biomasa bacteriana que se produce por unidad de tiempe
a partir del consumo del compuesto marcado.

El presente trabajo tuvo como objetivo establecerla cantidad de (*H)-timidina a utilizar.
1a alicuota de muestra de agua a incubar, el tiempo 6ptimo de incubacion y los factores de
conversién adecuados para la medicion de la produccion secundaria bacteriana en el embalse
Ezequiel Ramos Mexfa.

DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El embalse Ezequiel Ramos Mexi{a fue construido por endicamiento del Rio Limay ea
1972. Se encuentra ubicado a39° 20" S y 68° 20’ O, a 381 metros sobre el nivel del mar. Tiene
una superficie de 816 km? y una profundidad m4xima de 60 metros. Mariazzi et al. (1991) dar
una detalilada descripcién de este ecosistema.
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MATERIALES Y METODOS

Enmarzo, abril ymayode 1985 se efectuaron las experiencias para volumen de muestra,
concentracion 6ptima de inéculo y tiempo de incubacion. Las experiencias para la obtencién
de los factores de conversion se efectuaron en mayo, agosto, diciembre de 1985y julio de 1986.
Las muestras de agua se obtuvieron de superficie, con un muestreador tipo van Dorn, en una
estacion central cercana al dique.

Volumen de la muestra - concentracién éptima - tiempo de incubacién

Laexperiencia A consisti6 en el fraccionamiento de submuestras de 50 ml previamente
filtradas por red de plancton de 30 pm. Se formaron dos grupos de 6 frascos cada uno. En el
primer grupo se agreg6 a cada uno (*H)-timidina en concentraciones que variaron entre 0,6
y 20 nM. Se sigui6 simult4neamente un procedimiento similar con otro grupo de frascos los
cuales fueron inmediatamente fijados con formol y utilizados como blancos. Se incubaron en
laboratorio en bafio de agua circulante a la misma temperatura del lago (19,5°C), tom4ndose
alfcuotas de 5 ml a los 10, 20, 40, 60 y 120 minutos que fueron filtradas a través de filtros de
membranade 0,22um de poro y procesados de acuerdo a Fuhrman & Azam (1980) y Riemann
(1984). Los blancos fueron procesados a los 120 minutos.

En otro ensayo (experiencia B), las submuestras fueron obtenidas y filtradas de la
manera descrita anteriormente, pero en este caso los voldmenes fraccionados fueron de 400
ml. Las concentraciones de (*H)-timidina inoculadas variaron entre 0,3 y 5 nM. Se tomaron
alfcuotas de 50 ml a los 30 minutos y luego de 1,2, 3 y 4 horas. Al mismo tiempo se realiz6
la experiencia C en la que el agua fue mantenida a temperatura ambiente por 12 horas, para
que las bacterias alcanzaran su fase logarftmica de crecimiento. Posteriormente se fracciona-
ron frascos de 400 ml cada uno a los que se agregd ( *H)-timidina (entre 0,6 y SnM) y se efectué
un enriquecimiento con glucosa (entre 1 y 10 mg por litro). Las alfcuotas, de 50 ml, se
obtuvieron luego de 1, 2, 3 y 4 horas de incubaci6n.

Finalmente se realiz6 la experiencia D en 1a que el procedimiento fue similar al anterior,
pero esta vez sin glucosa, mientras que las alfcuotas fueron tomadas a las 0 (blanco), 4,8, 12,
20 y 28 horas. Para todos los experimentos se utiliz6 (metilH)-timidina 50-80 Ci.mmol~!
(New England Nuclear, Boston Mass, USA).

Todos los filtros de las distintas experiencias fueron colocados en viales de centelleo
y desecados en vacfo y solubilizados con 1 ml de acetato de etilo. Luego de agregar a cada
vial 10 ml de solucién de centelleo con base de tolueno, se midié la radiactividad con un
espectrémetro Beckman LS-100. El “quenching” fue determinado por el método del estandar
extermno.
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Los moles de (H)-timidina incorporados fueron calculados por la férmula:
moles = (des/min)/(AS) x 4,5 x 10 3

donde des/min son las desintegraciones por minuto sobre el filtro, AS es la actividad especifica
de 1a soluci6n de timidina en Ci.mmol" y 4,5 x 10, el nimero de curies por des/min,

Recuento microscépico directo

Para la estimaci6n del nimero de bacterias y voliimenes celulares se utiliz6 la técnica
de microscopia de epifluorescencia con tincién de naranja de acridina (Hobbie et al., 1977),
con filtros Nuclepore ( 0,2 um de poro) coloreados con Irgalan Black de acuerdo a Jones &
Simon (1975). Las muestras de agua se colorearon con naranja de acridina filtrAndose un
volumen adecuado, que permitiese obtener de 30 a40 bacterias por campo microscopico. Los
filtros se inspeccionaron con un aumento de 1.250 en un microscopio Zeiss Standard 14
equipado con una ldmpara de 12 voltios, 100 watts, filtros para excitacion en azul BP 455,
divisor de rayos FT 510 y filtros supresores LP 520 y BG 38. Se contaron entre 200 y 400
bacterias en 20 campos, como mfnimo. Las bacterias fueron medidas (largo y ancho para
bacilos y didmetro para los cocos) y agrupadas en clases de tamaiio. El volumen medio de los
cocos y bacilos se obtuvo de acuerdo a la férmula de 1a esfera y el cilindro.

Factores de conversion

Los ensayos realizados para calcular el factor de conversion indispensable para las
mediciones de produccién bacterianaen clembalse Ezequiel Ramos Mexia, fueronrealizados
en distintos meses de acuerdo al siguiente detalle:

Mayo

a) Tres litros de muestra de filtraron por 30 um y se incubaron en un Erlenmeyer en un
bafio con agua circulante a 13 °C. En forma inmediata (tiempo cero) y a las 3, 6, 12 y 24 horas
se extrajeron tres alicuotas de 50 ml que fueron inoculadas con (*H)-timidina (1,25 nM de
concentracion final). Una fraccion (blanco) se fijo rApidamente con formol ( 2% concentracion
final) y las dos restantes se incubaron en oscuridad por una hora y luego fueron fijadas.

b) Se incubaron 3 litros de agua del lago, filtrada por 30 um y con el agregado de glucosa
(5 mg I'") en un bafio con agua circulante a 13 °C durante 12 horas. A partir de ese momento
(tiempo cero) se tomaron tres alicuotas de 50 ml a las 3, 6, 12 y 24 horas. Se incubaron con
(*H)-timidina (1,25 nM) durante una hora y luego se fijaron con formol.
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c) Se fraccionaron frascos con 400 ml de agua de lago filtrada por 30 um, a los que se
inocul6 (*H)-timidina hasta una concentracién final de (5), (2,9), (1,2), (0,6), y (0,3) nM . Se
extrajeron alfcuotas de 50 ml de cada uno de ellos al iniciar la experiencia (blanco) y a las 4,
8, 12,20 y 28 horas. Todos fueron fijados rapidamente con formol.

Agosto

Se efectu6 un experimento en recipientes con 600 ml de agua de lago agregando CH)-
timidina (1,25 nM). Las submuestras (50 ml) se obtuvieron al inicio de la experiencia (blanco)
yalas 3,6,9y 14,5 horas.

Diciembre
Se sigui6 el procedimiento anterior. La concentracién de H)-timidina fue de 2,5 nM
y las alfcuotas se extrajeronalas 0, 1, 2, 3 y 4 horas.

Jualio

Se incubaron 5 liros de agua del lago en bafio de agua circulante. Se tomaron
submuestras por duplicado, mas un blanco fijado con formol, de S0 ml cadaunaalas0, 6,21,
27 y 45 horas, las que luego de ser inoculadas con 2,5 nM de (°H)-timidina e incubadas por
3 horas, se fijaron con formol,

Las muestras para recuento microscopico directo fueron extraidas paralelamente alas
alicuotas de las distintas experiencias y fijadas con formol.

El clculo del factor de conversi6n se realizo de acuerdo a Kirchman et al. (1982) y
segiin la modificacion de Bell et al. (1983). La ecuacion final es:

)
H V(0) (¢))

donde u es la tasa especifica de crecimiento (horas™ ) obtenida de las regresiones de tasas de
consumo y abundancia, N(O) es el niimero inicial de bacterias que incorporan timidinay V(0)
es la interseccién-y (medici6n inicial) de la regresién de tasa de consumo.

Partiendo de la hip6tesis de que el volumen celular aumenta exponencialmente con la
edad de la célula, el cambio en el promedio del volumen celular en el tiempo deberd sumarse
al crecimiento de la biomasa total (¢ + s) (Kirchman et al., 1982).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Volumen de la muestra - concentracién éptima - tiempo de incubacion.

Los resultados de 1a experiencia A (Tabla I), muestran que a partir de los 40 minutos
de incubaci6n el consumo fue bastante similar para todas las concentraciones, mostrando toda
la experiencia (n = 27) un coeficiente de correlacién elevado (r= 0,90; P < 0,01) estim4ndose
entonces que la utilizacién de timidina aumenté en forma proporcional con el tiempo,
independientemente de su concentracién.

Laexperiencia B, en la que se utilizaron alfcuotas de 50 ml de muestra e incubaciones
de hasta 4 horas, partiendo de una concentracién de 1,25 nM, dio resultados similares a los
anteriores (Tabla II).

Con el agregado de glucosa (experiencia C), hasta los 5 mg 1! hubo un aumento en el
consumo en la muestra con sustrato que alcanzé un maximo de 70 % en una hora, para el
in6culo de 1,25 nM. El consumo no fue tan alto con concentraciones mayores de glucosa
(TablaIII). Esto pudo estar relacionado con una inhibici6n por la concentracion alta de sustrato
o0 una alta produccién con gran dilucién isotdpica del inéculo radiactivo.

Durante la experiencia D (Tabla IV) se observ6 un aumento del 37 % en la tasa de
incorporaci6n para el in6culo de 5 nM, respecto al de 2,5 nM a las 28 hs. Esto puede deberse
a que este dltimo recurso se agotarfa primero, 0 a un posible marcado del ADN u otras
sustancias en microorganismos distintos alas bacterias, durante 1a incubacién con mé4s sustrato
disponible. Estos datos coinciden con lo observado por Bell et al. (1983).

De esta manera también se explicarfan las pequefias diferencias encontradas entre las
relaciones de 1,25 - 2,5 nM a las 20 y 28 horas. No obstante estas diferencias, en esta
experiencia el coeficiente de correlacion fue de 0,99 (P< 0,01).

Tiempo Concentracién agregada Tiempo Concentracién agregada
mM) (M)
(min.) 0,63 125 25 5 10 20 (horas) 0,31 0,63 1,25 2,5 5
10 0,8* 58* 59* 80 - - 0,5 0,6* 1,5* 1,5* 1,5« 0,8*
20 3,5 6,8* 6,2* 8,1* 49* - 1 0,5* 1,5* 1,8* 1,8 1,6*
40 4,9* 63* 58t 68* S0* 1,9* 2 0,5* 1,5% 1,8* 1,9 1,7*
* * * * * *
60 54*% 52* 62% 62*% 55*53 3 05 15¢ 18 18% 18t
120 4,1* 6,6* 5,5* 5,3* 6,6* 3.7* 4 0,5* 1,5* 1,8% 1,9* 1,8*
*(nmol.I"L.h?). 107 *(amol.I"Lh1).10™*
Tasia I Incorporacion de *H-timidina en el mate- Tasra Il Incorporacion de (PH)-timidina en el
nial insoluble en dcido tricloroacético. Datos co- material insoluble en dcido tricloroacético. Datos
rrespondientes a la experiencia A. correspondientes a la experiencia B.

6
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Hs. de incub. Timidina Consumo Glucosa Consumo % en més
agregada en la muestra agregada en la muestra
(oM) sin glucosa (mg.1") con glucosa
1 1,52* 1,97* 30
2 0,625 1,45* 10 1,90* 31
3 1,46* 1,88* 29
4 1,46* 1,90* 32
1 1,75* 2,98* 70
2 1,25 1,83* 5 2,74* 50
3 1,79* 2,90* 62
4 1,80* 2,80* 56
i 1,83* 2,70* 48
2 2,5 1,85* 2 2,25* 22
3 1,80* 2,20* 21
4 1,87* 2,40* 29
1 1,64* 2,30* 40
2 S -1,68* 1 2,20* 30
3 1,82* 2,30* 29
4 1,78* 2,10* 19
* (nmol.I1.h1).103

Tus1a Ill. Consumo de (*H)-timidina en las muestras con 'y sin agregado de sustrato extra (glucosa).
Datos correspondientes a la experiencia C.

Siempre hubo unimportante aumento enel mimero de bacterias durante las incubaciones.
Al final de la experiencia de 28 horas, la poblacion bacteriana habfa aumentado un 120 % (r
=0,99; P<(,01).

Muchos autores han usado (’H)-timidina en una concentracién 5 nM (Kirchman et al.,
1982; Ducklow & Kirchman, 1983 y Ducklow & Hill, 1985). Bell ef al. (1983) y Riemann
etal. (1982)sugieren que usarde 5a 10nM es itil paraimpedir lasintesis de novo en ambientes
acudticos, mientras otros autores opinan que estas cantidades no son suficientes (Finlay et al.,
1984). Pollard & Moriarty (1984) sostienen que ain 20 nM es insuficiente pero que sobre 40
nM est4 la concentracién adecuada (estos autores trabajaron con muestras de sedimentos
donde la adsorci6n es elevada).

Empiricamente se puede determinar la concentracién 6ptima mediante €l cdlculo de
tasas de consumo para distintas cantidades de timidina de una misma actividad especifica
(Fuhrman & Azam, 1982; Bell az al., 1983 y Bell, 1986). Se debe elegir aquella para la cual

7
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Tiempo Concentracién agregada
(hs) (nM)
031 0,63 1,25 25 5

4 0,6* 1* 0,9* 1,4* 1,6*

8 0,6* 1* 1,2* 1,4* 1,6*
12 0,5* 1* 1,2* 1,3*  1,5*
20 04* 08* 1* 1,3 14%
28 03* 06* 08> 1* 1,4*

*(nmol.I"L.h1).104

Tubra 1V. Incorporacién de (*H)-timidina en el material insoluble en dcido tricloroacético. Datos
correspondientes a la experiencia D.

se obtiene una curva asintética de incorporacién de radiois6topo para distintos tiempos de
incubacitn. De acuerdo a nuestros resultados esta concentraci6n fue de 2,5 nM.

Se puede apreciar que las concentraciones usadas por los distintos autores van de mayor
amenor, asf se trate de sedimentos, aguas eutr6ficas o mar abierto, 1o que denotaria que mucha
de la (°*H)-timidina agregada es adsorbida por el medio cuanto ma4s sustancias y particulas se
encuentran en el mismo, haciendo que no pueda ser utilizada por 1as bacterias. También puede
ocurrir que en tales ambientes haya un aumento de timidina exégena que compita con la
suministrada, haciendoque en ambientes con m4s particulas, la concentracién de radiois6topo
a usar deba ser mayor. Es en este punto donde también se hace importante la utilizacién de
un volumen de muestra adecuado que no sea influenciado por las condiciones propias del
medio que se investiga. En un ambiente como el del embalse Exequiel Ramos Mexfa, una
alfcuota de 50 ml probd ser eficiente.

Un tiempo medio de duplicaci6n que vari6 entre 18 y 52 horas permiti6 que la timidina
suministrada supliera todos los requerimientos necesarios en la sfntesis de ADN. Si las
bacterias crecen muy rdpidamente, la entrada a la c€lula de la timidina ex6gena no alcanza
a suplir la sfntesis de novo y esta diluye la ( *H)-timidina que se incorpora al ADN (Moriarty
& Pollard, 1982). De acuerdo a este razonamiento, en el presente estudio una concentracion
de 2,5 nM y un tiempo de incubacién de 4 horas mostré los mejores resultados.

Factores de conversion

Las estimaciones de tasas de crecimiento, determinadas de acuerdo a los cambios en
la abundancia de bacterias y segin la tasa de incorporacién de (*H)-timidina, fueron similares.
Los resultados de las experiencias se presentan en las Tablas V. VI y VII. En las experiencias
de mayo (C), la correlacion entre el mimero de bacterias y el tiempo fue alta (r = 0,99). No
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ocurrié lo mismo con el consumo, debido a que con algunas concentraciones no se alcanzd
acubrir lademanda requerida. Esto ocurri6 por debajo de una concentracién de 1,25 nM. Este
comportamiento no lineal es debido posiblemente a 1a diluci6n isot6pica. Por otro lado, en la
experiencia B, que se realiz4 con agua enriquecida con glucosa, el factor de conversin varié
en un amplio rango. Esto fue producto de la diferencia entre las tasas de crecimiento,
calculadas de acuerdo al incremento celular por un lado y a su consumopor el otro, que variaron
entre 0,04 y 0,09 respectivamente. Esto podria ser resultado del enriquecimiento del sustrato
(Tablas VIy VII). ,

La discrepancia entre las tasas de crecimiento obtenidas a partir del conteo directo y
consumo, s repitieron también en los ensayos de mayo A y C; aunque los distintos factores
de conversién de estas experiencias se mantuvieron dentro del mismoorden de magnitud (10°).
El promedio de todos los factores de conversién derivados de la experiencia C, fue 2.1 x 10°
cel.nmol”, que es exactamente igual al obtenido por Bell et al. (1983).

Considerando que en este trabajo los factores se obtuvieron de la férmula (1), los distintos
valores de i para bacterias y consumo son los que determinan la diferencia en los resultados
€nunamisma experiencia, quizas provocada por el aumento de labiomasa bacteriana durante
el ensayo.

En mayo, en la experiencia B, las bacterias que recibieron un aporte extra de sustrato
aumentaron rdpidamente de volumen. Este aumento de volumen esel paso previoala division
celular, conel consiguiente incremento en el consumo de timidina. Se comprob6 aquf una tasa
de crecimiento de 0.09, indicativa de un menor tiempo de duplicacion (11 horas, Tabla VII),
lo que se refleja en el aumento substancial en el nimero de bacterias en 24 horas (Tabla V).

Muestra  In6culo horas Temp. N inicial N° final
(oM) deIncub. incub.’C) (cel.ml® x10%) (cel.ml? x10°%)

Mayo a 1,25 24 12 1,67 4,15
Mayo b 1,25 24 12 1,87 5,93
Mayo ¢ 5 28 12 2,28 5,02
Mayo ¢ 2,5 28 12 2,28 5,02
Mayo ¢ 1,25 28 12 2,28 5,02
Mayo ¢ 0,625 28 12 2,28 5,02
Mayo ¢ 0,312 28 12 2,28 5,02
Agosto 1,25 14,5 10 1,59 5,20
Diciembre 2,5 4 20 7,87 11,25
Julio 2,5 48 8 7,07 14,88

TasLa V. Cambios en el nimero de bacterias durante las incubaciones correspondientes a las
experiencias realizadas con el objeto de determinar el factor de conversién.
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En el mes de agosto se obtuvieron dos factores muy semejantes (3,03 y 3,9 x 10°
cel.nmol™!). En esta oportunidad se realizaron mediciones de volumen celular. Teniendo en
cuenta su tasa de aumento (), ambos factores se igualan (Tabla VI).

En diciembre el factor volvi6 a aumentar y alcanzd el maximo registro con 3,3 x 10"
cel.nmol! para el consumo de timidina, con una tasa (1) de 0,41 (Tabla VII). El factor obtenido
a partir de las bacterias fue 7,2 x 10° cel.nmol™'. El niimero de bacterias, que aument6 de 7,9
x 10° a 1,13 x 10° cel. ml™ en s6lo 4 horas, determinaria el alto consumo de timidina (tiempo
de duplicacién, 1/u, de 2,4 horas). Evidentemente, la temperatura jugé un papel muy
importante, ya que fue el tinico factor que fue variando con respecto a los ensayos anteriores.

En julio el factor de conversion fue igual al de la experiencia B de mayo. La tasa de
consumo fue 0,02 y i + 5 también 0,02 (0,01 + 0,01).

Algunos valores documentados en la literatura est4n en el rango de 1 x 10°a 1,7 x 10%°
cel.nmol™, aun considerando ambientes totalmente diferentes entre s (Fuhrman & Azam,
1980; Mordarty & Pollard, 1981; Kirchman et al., 1982 y Murray & Hodson, 1985). A
excepeion de las experiencias de diciembre, la mayor parte de los factores obtenidos por
nosotros estuvieron dentro det mismo orden de magnitud.

En el embalse Ramos Mex{a, la temperatura media del cuerpo de agua entre mayo y
principios de noviembre no super6 los 9 °C, y de diciembre a abril fue cercanaa 17 °C. La
experiencia de diciembre realizada a 20 °C reflej6 ese aumento, con un menor tiempo de
duplicacién de la comunidad bacteriana y un consiguiente aumento en la utilizacién de (°H)-
timidina. Este efecto también fue reportado por Riemann (1983) para un lago eutréfico de

Factores

(Cel. nmol)
Muestra  InSculo p r s i Tl s+p
Mayo a 1,25 0,03 0,95 33 4,8x10°
Mayo b 1,25 0,04 0,98 25 2,0x10°
Mayo ¢ 5 0,03 0,99 33 1,1x10°
Mayo ¢ 25 0,03 0,99 33 1,2x10°
Mayo ¢ 1,25 0,03 0,99 33 1,2x10°
Mayo ¢ 0,625 0,03 0,99 33 1,6x10°
Mayo ¢ 0,312 0,03 0,99 33 2,5x10°
Agosto 1,25 0,07 0,80 0,02 14 3,03x10°  3,9x10°
Diciemb. 2,5 0,09 0,97 i1 7,2x10°
Julio 2,5 0,01 0,84 0.01 100 5,4x10° 1.08x10%
1 = Tasa constante de crecimiento instantdneo (aumento relativo por hora)
s = Tasa especifica de crecimiento del volumen celular
1/u = Tiempo de generacién instantineo (necesario para que se duplique la poblacién).

Tasia VI. Factores de conversion obtenidos wutilizando la pendiente generada a partir del conteo
microscopico directo vs tiempo.
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Factores
Muestra  [nécul r 1 Cel.nmol !
| M B n ( )
Mayo a 1,25 0.07 0.96 14 83x10°
Mayo b 1,25 0.09 0.99 11 1.07 x 10©°
Mayoc 5§ 0.07 0.95 14 26x10°
Mayoc 2,5 0.06 0.92 17 23x10°
Mayo ¢ 1,25 0.05 0.80 20 1.99x 10°
Mayoc 0,625 0.05 0.88 20 2.6 x 10°
Mayo ¢ 0,312 0.05 0.87 20 4.1x10°
Agosto 1,25 0.09 0.95 11 39x10°
Diciemb. 2,5 041 0.99 24 3.3x10%
Julio 2,5 0.02 0.98 50 1.08 x 10"
p =Tasa constante de crecimiento instant&neo (aumento relativo por hora).
1/u = Tiempo de generacién instantdnco (necesario para que se duplique la poblacién).

Tasia VIL Factores de conversién obtenidos utilizando la pendiente generada a partir del consumo de (°H)-
timidina.

Dinamarca, donde encontré que con bajas temperaturas en el agua, a pesar de la alta
produccién primaria, las bacterias asimilaban s6lo del 3 al 8 % del carbono fijado por Ias algas,
pero cuando la temperatura superaba los 13 °C, la produccién secundaria bacteriana era, en
algunas ocasiones, mayor al 100 % de la produccién primaria.

Teniendo en cuenta que los factores de conversion pueden tener variaciones, y siendo
los mismosde importancia fundamental parael cdlculode la produccion bacteriana, se decidié
la utilizacién de dos factores, quedando detenninado un rango de valores. Fuhrman & Azam
(1980) justifican esta elecci6n: la incertidumbre en la proporcién de ADN marcado en cada
célula, condicién muy importante a tener en cuenta si es que las unidades del factor de
conversién se dan en bacterias por nmoles de (*H)-timidina incorporados en el ADN. Sibien
no es posible conocer el valor exacto de la produccién en el embalse Exequiel Ramos Mexia
en un momento determinado, podria ser estimada dentro de lfmites miximos y minimos
utilizando los factores 2 x 10°- 1,08 x 10 cel.nmol™' para los meses con temperaturas bajas
y 1,08 x 10" - 3,3 x 10" cel.nmol" para los meses calidos.

CONCLUSIONES

En ambientes como el Embalse Exequiel Ramos Mexia, se¢ puede trabajar con
diluciones de ( *H)-timidina entre 1,25 y 5 nM y un tiempo de incubacién de cuatro horas. El
volumen de 1a muestra debe ser de 50 ml como minimo.

11



M. A DISIERVI, A. A. MARIAZZI vy J. L. DONADELL1 . Biologla Acuética, N® 18, 1995

Un aumento en la concentracién de (*H)-timidina no condiciona un aumento en su
utilizaci6n, pero el aumento de nutrientes (como ocurrié en este caso con la glucosa), puede
ser el causante del crecimiento bacteriano reflejado en una mayor produccién. En este caso,
silaconcentraci6n de (*H)-timidinanoes suficiente, podria ocurrir que haya diluciénisotpica
por lo que serfa aconsejable el aumento de la concentracién del precursor marcado.

No debe sorprender que el factor de conversi6n pueda ser m4s alto en un ambiente con
menor disponibilidad de nutrientes que aquel calculado para ambientes eutréficos. Esto se
deberfa a que los microorganismos presentes son abundantes pero de menor tamafio (menor
biomasa por ml) y la limitacion de los nutrientes y la predacion del zooplancton actuarfan
selectivamente sobre las células més grandes. No siempre un aumento en el nimero de
bacterias implica un aumento en la biomasa, por lo que se justifica la necesidad del célculo
de las tasas de incremento bacteriano (1) y 1a del volumen celular (s).

Los factores de conversion deben ser calculados cada vez que un cambio en el ambiente
(condiciones de luz, temperatura, etc.) haga presumir alteraciones en las tasas de consumo de
(’H)-timidina o nimero de bacterias que impliquen marcadas variaciones entre una €poca y
otra del afio y aiin a distintas horas del dia o entre el dia y 1a noche.

Debido alas diversas alteraciones que puede sufrir el factor de conversion, se considera
adecuado expresar la produccién secundaria bacteriana como un rango, determinado por dos
factores de conversién obtenidos empfricamente y que englobe las posibles fluctuaciones
producidas por variables no consideradas.
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MEDICION DE LA PRODUCCION BACTERIANA EN UN
EMBALSE PATAGONICO. IMPORTANCIADE
BACTERIAS LIBRES Y ADHERIDAS
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Instituto de Limnologia “Dr. Raiil A. Ringuelet”, C.C. 712, 1900 La Plata, Argentina.
Contribucién N° 520.

SUMMARY: Measurements of bacterial production in a Patagonian reservoir. Importance
of free-living and attached bacteria.

One of the roles of bacteria in aquatic environments is that of intermediaries between primary
producers and consumers. As such, they recycle dissolved organic matter and transform it into
particled organic matter, in the process of bacterial secondary production. The aim of this study is
to assess the incidence of free-living and of attached bacteria on total bacterial production of the
Exequiel Ramos Mexia reservoir. In the experiments (methyl-*H)thymidine was used as a
precursor of genetic material. The samples were inoculated, incubated, and filtered through nets
and filters of different pore-sizes. DNA was extracted from the various fractions obtained. The
results show that an important fraction of bacterial production was due to bacteria that passed
through the smallest pore-size filters used (<5 pm).

KEY WORDS: Free-living bacteria, attached bacteria, bacterial production, reservoirs

RESUMEN: Medicién de la produccién bacteriana en un embalse patagénico. Importandia de
las bacterias libres y adheridas

Una de las funciones de las bacterias en los ambientes acuéticos es lade actuar como intermediarias
entre los productores primarios y los consumidores. En esta actividad, son las encargadas de
reciclar la materia orgénica disuelta, transforméndola en materia orgénica particulada, cuya
expresion final es la produccién secundaria bacteriana. El objetivo de este trabajo fue el de evaluar
la incidencia de las bacterias libres y/o adheridas en la produccién bacteriana total del embalse
Exequiel Ramos Mexia (Neuquén, Repiiblica Argentina). Para los experimentos, se emple6 (metil-
3H)-timidina como precursora del material genético. Las muestras, una vez incubadas fueron
filtradas a través de mallas y filtros de diferente medida de poro, procediéndose luego a la
extraccién del ADN marcado. Los resultados mostraron que una parte importante de la produccién
bacteriana se debi6 a las bacterias que pasan a través de los filtros de menor medida usados (<5

pm).
PALABRAS CLAVES: Bacterias libres, bacterias adheridas, produccién bacteniana.
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INTRODUCCION

Mientras que la materia orgdnica particulada es colonizada por bacterias, pues ésta
solamente puede ser utilizada si primero es hidrolizada a pequefias moléculas, generalmente
mondmeros, la pérdida de material intracelular por dafios producidos por ¢l zooplancton
durante la predacion sobre las algas también puede producir microzonas ricas en materia
organica disuelta. Es asf que las bacterias pueden encontrarse en la proximidad de las algas
tratando de utilizar sus exudados o lamateria producida por su aut6lisis. Los detritos orgénicos
son también recursos de materia organica disuelta y suelen detectarse altas concentraciones
de bacterias en su proximidad. Este comportamiento puede influir en la tasa de predacién
ejercida por el zooplancton sobre las bacterias, yaque aquellos de h4bito alimentario filtrador,
son capaces de filtrar bacterias adheridas a pequefias particulas e incapaces de capturar a las
libres (Fenchel, 1980), mientras que las bacterias pueden colonizar rapidamente la materia
fecal excretada por éstos (Newell, 1965).

Por estas consideraciones, en este trabajo se tratard de evaluar qué porcentaje de la
produccion secundaria bacteriana proviene de las bacterias libres y cu4l de las adheridas a las
distintas particulas; y en este dltimo caso, si esta producci6n se registra mayoritariamente en
alguna fraccion del plancton. Todo esto, como paso previo a un estudio més detallado de la
vinculacion de las bacterias en el reciclado de la materia orgédnica de los ambientes acu4ticos.

Descripcion del drea de estudio

Elembalse Exequiel Ramos Mex{a, se construy6 por endicamiento del Rfo Limay. Esta
ubicado entre los 39° 30' S y los 68° 30" O, a 381 metros sobre el nivel del mar. Tiene una
profundidad maxima de 60 metros. La transparencia del agua, medida con disco de Secchi,
fluctda en las distintas épocas del afio entre 2 y 4,5 metros, siendo los valores de pH cercanos
a la neutralidad, con tendencia a la alcalinidad.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de las muestras

El lugar elegido para el muestreo fue una pequefia bahfa de poco més de 30 metros de
profundidad, a resguardo de los vientos (Fig. 1). Las muestras de superficie se obtuvieron en
bidones oscuros de 5 litros de capacidad, los que una vez llenos con la muestra fueron
trasladados al laboratorio, donde se procedi6 a fraccionar las alicuotas para cada experiencia.
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EMBALSE EXEQUIEL
RAMOS MEXIA

Fig. 1: Ubicacidn de la estacién de muestreo en el Embalse Exequiel Ramos Mexia.

Descripcion de las experiencias

Se realiz6 unaserie de experiencias, disefiadas con el objetivo de lograr fraccionamientos
de tamafio segun el sistema de filtracion.

Experiencia A

Alicuotas de 50 mi fueron filtradas por redes de plancton de distintos difmetros de poro
(10, 30,60y 120 um). Las muestras por triplicado (m4s un blanco fijado con formol 2% conc.
final) se inocularon con metil-*H-timidina (2,5 nM, 50-80 Ci/mmol, New England Nuclear
Corp.) e incubaron 4 horas en un bafio de agua circulante a 13,5 °C (temperatura del agua del
lago en ese momento). Finalizada la incubacién fueron fijadas con formol (2% conc. final),
y luego filtradas a través de filtros Sartorius de 0,22 pm de poro. Estos finalmente fueron
tratados de acuerdo a Fuhrman & Azam (1980), teniendo en cuenta las modificaciones
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aportadas por Riemann (1984).

Experiencia B

Se realiz6 en forma semejante a la anterior, aunque se modificaron algunas de las
condiciones. Se reemplazé la red de 60 pm por una de 48 um, 1a concentracién de *H-timidina
inoculada fue de 5SnM, mientras que laincubacion se prolong6 a 5 horas. I.as muestras fueron
tomadas por triplicado, méds un blanco.

Experiencia C

El agua extrafda del lago fue inoculada con *H-timidina (1,25 nM) ¢ incubada durante
4 horas en bafio de agua circulante. Posteriormente la muestra se fijé con formol (2% conc.
final), y se tomaron alicuotas de 50 ml por triplicado. Permanecieron sin filtrar las
correspondientes a las muestras totales siendo las dem4s filtradas por filtros Sartorius de 0,8;
5y 12 pym de poro. Luego fueron todas nuevamente filtradas por filtros Sartorius de 0,22 ym
de poro. Se usaron también en forma paralela en una muestra total, filtros de 0,45 pm de poro,
con el fin de comparar la cantidad del material retenido en éstos con el de los filros de poros
de dismetros menores, de acuerdo a lo sugerido por Fuhrman y Azam (1982) y Riemann et
al. (1982). Por dltimo, todos los filtros fueron tratados como en la experiencia A.

Experiencia D

Una muestra de agua fue inoculada con *H-timidina (1,25 nM) e incubada en baifio de
agua circulante durante seis horas. Posteriormente se extrajeron alicuotas, que fueron filtradas
por filtros Nuclepore de 1 um de poro. Estos fueron mantenidos en 4cido tricloroacético frio
(5% concentraci6n final) durante 20 minutos, luego lavados, y el producto final filtrado a
través de Sartorius (0,22 ym de poro) (Lovell & Konopka 1985a). Estos filtros fueron tratados
como en A,

Experiencia E

Una muestra de 600 ml de agua fue inoculada hasta una concentracion 3,33 nM de ’H-
timidina (20 Ci/mmol). Fue incubada durante cuatro horas, al cabo de las cuales se tomaron
alfcuotas de 100 ml, que fueron filtradas con redes de plancton de 30 y 10 um de poro o por
filros Nuclepore de 3 y 1 um. Al producto resultante se le agreg6 igual volumen de 4cido
tricloroacético frfo al 10%, para lograr una concentracion final de 5%. Después de 10-15
minutos fueron filtradas por filtros Sartorius de 0,22 ym de poro.
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Procesado de los filtros

Posteriormente a las experiencias, todos los filtros fueron desecados en vacio y
colocados en viales para centelleo donde, para su disolucién, se les agreg6 1 ml de acetato de
etilo. Luego de 30 minutos se agregé el lfiquido de centelleo a base de tolueno. Las muestras
fueron procesadas en un espectrémetro Beckman LS 100C. Las lecturas fueron corregidas con
una curva de “quenching” realizada con patrones de tolueno tritiado, calculdndose la
eficiencia con lecturas del estandar extemo. Los moles de *H-timidina incorporados fueron
calculados por 1a férmula:

moles = (des/min)/ (AS) x 4,5.10

donde (des /min) son las desintegraciones por minuto sobre el filtro, AS es la actividad
especifica de l1a solucién de timidina en Ci/mmol, y 4,5.10 %, el nimero de curies por
desintegracion.

RESULTADOS

Elresultado delensayo A hizo dudar del orden de las redes por las que habia sido filtrada
la muestra, ya que la submuestra filtrada a través de poros de 120 um, aparecia con una
actividad menor a la de las submuestras filtradas por redes de poros de diimetro inferior. A
partir de esta submuestra se obtuvo una escala de mayor a menor, desde 60 ym a 10 pm. Si
se toma en cuenta la actividad que arroj6 1a muestra sin filtrar como un 100%, la actividad en
el agua filtrada por las diferentes redes, y ya liberada de particulas mayores, fue del 63% en
1a primera (120 um), 79% para la filtrada por 60 pm, 63% en la filtrada por 30 um y 50% en
la de 10 um (Tabla I).

El ensayo B entonces se efectué en la misma forma que la experiencia anterior,
exceptuando el cambio de 1a red de 60 pym por otra de 48 um. El resultado final fue similar
al de 1a prueba A, pues el agua filtrada por 120 pm retuvo menos actividad (58%) (Tabla I)
quelafiltrada a través de poros de 48 um (68%). Los resultados para las otras dos submuestras
fueron 51 y 46% para redes de 30 y 10 um respectivamente.

Enlaexperiencia C, a diferencia de las anteriores, la muestra se incub¢ con *H-timidina
y posteriormente filtrada por filtros de membrana, en lugar de redes de plancton. Los poros
fueron de menor tamaiio y los resultados mostraron que un 76% de actividad se registré en
el agua libre de particulas menores de 12 um. Por sustraccion se establece que entre 12y 5
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um habria s6lo 5% de actividad, ya que un 71% se comprob6 en la submuestra filtrada por
poros de 5 ym. Para la filtrada por 0,8 um, la actividad fue del 43% (TablaI). En el transcurso
de este experimento, se traté de comparar la eficiencia en la retencién de material insoluble
en 4cido tricloroacético, en filtros de 0,22 um y 0,45 um de poro respectivamente. Se pudo
comprobar que la retencién en el filtro de 0,45 um es de sélo el 80% de lo retenido en el de
0,22 pm, motivo por el cual no fue usado en este trabajo.

La experiencia D se llevé a cabo adoptando el disefio experimental de Lovell y
Konopka (1985a). Estos autores proponen para las filtraciones diferenciales, tratar no
solamente el agua filtrada, sino también evaluar en el material que queda retenido en el filtro,
qué actividad corresponde a bacterias adheridas a particulas mayores a los filtros utilizados.
Del 100% que corresponde al tratamiento del agua sin filtrar, un 78% de actividad se registr6
en el agua, posteriormente al filtrado por un filtro Nuclepore de 1 um de didmetro de poro
(Tabla I), lo que indicaria que la actividad se debi6 principalmente a las bacterias libres.
Solamente un 2% de actividad quedo retenida en el filtro, mientras que el 20% restante no
se pudo recuperar. Esta pérdida es atribuida al manipuleo del filtro, el cual es mayor aplicando
esta técnica.

Para la experiencia E, una parte de la incubacion fue filtrada por redes de plancton y
otra por filtros de membrana. En la parte correspondiente al filtrado por redes de 30 y 10 ym
de poro, la actividad fue del 93 y 90%, respectivamente. Para aquella muestra de agua libre
de particulas mayores de 3 pm, la actividad alcanz6 al 89% y un 75% sc registré en el agua
que pasé a través de poros de 1 um (Tabla I).

Didmetro de poro (um)
Exp.A Exp.B Exp.C Exp.D Exp.E
red filtro
0,8 43%
1 8% 75%
3 89%
5 %
10 50% 46% 90%
12 76%
30 63% 51% 93%
48 68%
60 9%
120 63% 58%

TaBLal. Porceniajes de actividad bacteriana remanente en el agua respecto de muestras sin filtrar,
y tomadas como [00% en las experiencias A, B, C, Dy E, luego de ser filtradas por redes de plancton
y filtros de membrana Sartorius de diferentes didmetros de poro.
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DISCUSION

La evaluacién exacta de la proporcién en que las bacterias libres o adheridas
contribuyen a la produccion bacteriana en el embalse Exequiel Ramos Mex{a depende, entre
otros factores, de lainfluencia de la predacion ejercida por el zooplancton sobre ellas. La forma
en que se lleva a cabo esta predacion fue descripta por Riemann (1983), que fundament6 que
¢l pastoreo sobre el nanoplancton (que incluye a las bacterias) es més alto cuanto mayor es
la rofia de un ambiente; y que en un ambiente acudtico eutréfico, la mayor parte del carbono
fijado por el fitoplancton es canalizado a través de las bacterias, en una medida superior al
fijado en un ambiente oligotréfico. Los datos de Mc Cauley & Kalff (1981) mostraron que la
produccion del zooplancton en un ambiente eutréfico, comparado con Ia de uno oligotréfico,
decrecia relativamente junto a la produccitn total del fitoplancton, esto, presumiblemente,
como resultado de una disminucién en la cantidad de nanoplancton. Si el nanoplancton es el
recurso disponible més directo del zooplancton, una parte cada vez mayor de biomasa
fitoplancténica sufrird sedimentacion, o serd utilizada para produccion a medida que la
eutroficacion incremente 1a proporcién de las especies fitoplancténicas m4s grandes (Riemann,
1983). La menor actividad en el agua filtrada por poros de 120 um (experiencias A y B), con
relacién a aquella filtrada por 60 y 48 pm, podria ser atribuida a la predacion ejercida por el
zooplancton. Al filtrarse a través de la red de 120 um de poro, se eliminarian solamente
clad6ceros y copépodos, que pueden consurnir bacterias pero con menor eficiencia que 1a que
tienen para particulas de mayor tamafio. Jespersen et al. (1988) encontraron valores de un 5%
de produccion bacteriana canalizada a través del macrozooplancton, proponiendo que €l resto
podria ser consumido por microflagelados. La predacién sobre las bacterias durante la
incubacién puede ser tan importante, que es recomendable un previo filtrado porred de 30 um
de poro para eliminar la presencia de bacteriévoros.

Cuando se trata de conocer en qué magnitud las bacterias integran la dieta del
zooplancton 0 de qué manera utilizan los recursos de materia orgénica disuelta, es itil conocer
la estructura del microambiente bacteriano. El hallazgo de que las bacterias utilizan una
fraccién importante de la produccién primaria, es una contradiccién aparente con la idea de
que la materia orgénica disuelta est4 en tan baja concentracién que no podrfa promover ¢l
crecimiento bacteriano en forma significativa. Sin embargo, las bacterias s6lo pueden utilizar
materia organica disuelta ya que la materia orgénica particulada debe ser primero hidrolizada
para ser utilizada. Fuhrman y Azam (1982), usando micro-radioautografias, demostraron que
las bacterias libres, en mayor medida que las adheridas a material organico particulado, son
las responsables de la mayor parte de la produccion secundaria. Azam y Ammerman (1984)
consideraron que las bacterias no estin distribuidas al azar en el agua, sino que formarfan
agrupaciones estructuradas con respecto a la concentracion de nutrientes, y que responderian
por quimiotaxis y movilidad para optimizar sus posiciones en €l campo de los nutrientes,
formando asociaciones en la proximidad (5-100 ym) del recurso de materia organica disuelta.
Este puede provenir del fitoplancton (por exudacion, aut6lisis y descarga a través de células
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dafiadas por ¢l zooplancton), del zooplancton (excrecién) y de particulas organicas (por
despolimerizacién).

Los resultados de 1as experiencias A y B, en las que casi un 50% de la producci6n se
registr6 en el agua con particulas menores de 10 um, juntamente con el de la experiencia C
en la que mds del 75% era obtenido en la porcién de 5 pm (43% en la menor de 0,8 pm), y
los ensayos Dy E con 78% y 75% respectivamente en la fraccién menor de 1 pm, indicarfan
una gran proporcion de bacterias libres o adheridas a particulas muy pequeiias.

La pérdida de un 20% de actividad en el ensayo D pudo deberse a que el manipuleo de
la muestra produjo un aumento en la temperatura de la misma. Esto habrfa motivado la
hidr6lisis de macromoléculas en el precipitado de material insoluble (Riemann, 1984).

Las bacterias libres ostentan una tasa muy baja de sedimentacion en un lago pero la
adherencia a particulas la puede aumentar, adem4s de favorecer su captura por el zooplancton
(Lovell & Konopka, 1985b). Ducklow et al. (1982) midieron una tasa de sedimentacion de
0,1 a 1 metro por dia, y estimaron que del 3 al 67% de la produccion de la columna de agua
precipita.

Lo expuesto fundamenta la importancia de conocer en qué proporcion tanto las
bacterias libres como las adheridas participan de la producci6n secundaria. En el embalse
Ramos Mex{a, m4s de lamitad de la produccion bacteriana total fue debida a las bacterias libres
pero una fraccién significativa de esta produccién puede no ser registrada debido a predacion
ejercida sobre ellas. También la sedimentaci6n, debido al posible aumento de las bacterias
adberidas al fitoplancton durante el envejecimiento posterior a las floraciones, producirfa la
pérdida de una fraccién significativa.

Las bacterias juegan un papel cuantitativamente significativo en la red alimentaria,
donde las interacciones entre particulas, materia orgdnica disuelta, bacterias y zooplancton,
sonmiiltiples y complejas. Los factores que las gobieman serdn el objetivo de futuros estudios.
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MEDICION DE LA PRODUCCION BACTERIANA EN
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SUMMARY: Measurements of bacterial production in a Patagonian reservoir. Short-time
varfations.

In order to assess the influence of hourly and daily variations in the relationship between
phytoplanktonic primary production and bacterial secondary production, parallel measurements
of the two processes (primary production covering an entire daylight period) were performed in the
Patagonian reservoir Exequiel Ramos Mexfa. Significant variations in the rates of bacterial
secondary production during 24 hours periods were observed, with maximum values during the
night and early morning. Because there was no coincidence with the maxima in algal production,
it was concluded that isolated measurements only indicate the situation at that particular day and
hour, and that algae-bacteria relationships must be carefully evaluated since bacterioplanktonic
production can be underestimated if the measurements are restricted to the daylight period.

KEY WORDS: bacterioplankton production, primary production, diel variations.

RESUMEN: Medicién de la producion secundaria bacteriana en un embalse patagénico.
Variaciones en cortos perfodos de tiempo.

Mediciones paralelas de produccién primaria (todo el periodo de luz del dia) y produccién
secundaria bacteriana, en dias diferentes de una misma semana y a distintas horas del mismo dfa,
se llevaron a cabo con el objeto de evaluar las posibles diferencias entre sus tasas, las cuales podrian
conducir a una incorrecta interpretacién de la relacién entre ambas productividades. Se observé
una importante variacién de la tasa de produccién secundaria bacteriana a lo largo de las 24 horas
con valores maximos durante la noche y a primeras horas de la mafiana. Al no encontrarse
coincidenciacon los valores méximos de produccién algal, se concluyé que los muestreos aislados
s6lo corresponden al dia y la hora en que ellos fueron obtenidos, y que la relacién algas-bacterias
debe ser ciudadosamente evaluada ya que laproduccién del bacterioplancton puede ser subestimada
si el trabajo se lleva a cabo solamente en las horas de luz solar.

PALABRAS CLAVE: Produccién primaria, produccién bacteriana, variaciones horarias.

23



Biologfa Acuética, N° 18, 1995

INTRODUCCION

El proceso continuo de muerte o depredacion de las bacterias ocurre al mismo tiempo
que su crecimiento. Consecuentemente, el estado de equilibrio y los cambios registrados en
experiencias aisladas sobre produccién bacteriana no reflejan la realidad de lo que ocurre
en un ambiente acudtico. A ésto se le suma uno de los problemas basicos en el estudio in situ
de la actividad bacteriana: que las bacterias reaccionan en forma inmediata a cambios
relativamente pequeiios, tanto fisicos como quimicos, de sus ambientes.

Con el empleo de trazadores radiactivos, es posible seguir con mayor seguridad el
comportamiento de la comunidad bacteriana y asi conocer la influencia de los cambios que
se registran en sus habitats, ya no de aquellos de largo plazo como las variaciones estacionales,
floraciones, etc., sino de los que ocurren en cortos periodos, tales como el descenso de la
temperatura durante la noche, los perfodos de luz y oscuridad, el flujo de nutrientes, etc. El
objetivo de este trabajo, fue el de determinar posibles diferencias en la produccién algal y
bacteriana entre dfas consecutivos, y entre diferentes horas del dfa y detectar cambios en la
relaciOn existente entre las bacterias y su ambiente, y en este caso especificamente, entre la
producci6n primaria algal y la secundaria bacteriana, que pudieran dar lugar a interpretaciones
erréneas de su interdependencia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el embalse Exequiel Ramos Mexi{a, y el lugar elegido para el
muestreo fue una pequefia bahfa de poco m4s de 30 metros de profundidad, a resguardo de
los vientos (Di Siervi et al., 19954, Fig. 1).

" Las muestras correspondientes a los ensayos diarios sobre produccién primaria algal
y produccién secundaria bacteriana, fueron obtenidas durante siete dias consecutivos, del 14
al 20 de mayo de 1986, al mediodfa, en la misma estacién, e incubadas in situ. En los meses
de abril y mayo de 1986 se realizaron las experiencias horarias, con muestreos cada 4 horas.
En el primer mes abarcaron 24 hs (desde el mediodfa). Al mes siguiente, desde las 8,30 hs del
18/5 alas 14,30 hs del 20/5. Las correspondientes a produccién primaria, aproximadamente
de 8,00 a 20,00 hs. en abril y de 9,00 a 19,00 hs en mayo.

Las muestras para 1a producci6n algal se inocularon con 4 uCi de NaH*CO, (Comisi6n
Nacional de Energia At6mica), y seincubaron porduplicadoa (0), (1),(2,5), (5)y (7,5) metros,
siguiéndose en lincas generales, el procedimiento de Steemann Nielsen (1952). Un promedio
de las cuentas por minuto obtenidas (cuya dispersion nunca super6 el 10 %) se us6 para el
cdlculo de los valores finales.

Para estimar la produccidn bacteriana, las muestras, por triplicado y de 50 m), se
extrajeron de (1), (2,5) y (5) metros, profundidades en las cuales se observé una mayor
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produccion (Di Siervi et al., 1995b). Fueron inoculadas con metil->’H-timidina (2,5 nM) (50-
80 Ci/mmol, New England Nuclear Corp.) e incubadas conjuntamente con las de produccién
primaria durante 4 horas. Finalizada la incubacién, todas fueron fijadas con formol (2%
concentracién final) y filtradas por filtros Sartorius de 0,22 pm de poro. Las muestras de
produccién secundaria, fueron procesadas de acuerdo a Fuhmnan y Azam (1982) y las
modificaciones de Riemann (1984) (el procedimiento se indic6 detalladamente en Di Siervi
etal,, 1995b). Una vez que las muestras de produccién secundaria fueron tratadas con 4cido
tricloroacético y filtradas, tanto estos filtros como los de produccién primaria fueron
desecados en vacfo. Colocados posteriormente en viales de centelleo, todos fueron disueltos
con 1 ml de acetato de etilo, y luego del agregado de la soluci6n centelleadora, se midié la
actividad en un espectrémetro Beckman LS 100C.
Los moles de timidina incorporados fueron calculados por la férmula:

moles: (des/min) / (AS) x 4,5 x 10

donde des/min son las desintegraciones por minuto sobre el filtro, AS es la actividad especifica
de la timidina en Ci/mmol y 4,5 x10 ~* es el nimero de Ci por des/min.

Un promedio de los moles obtenidos a partir de las incubaciones de duplicados o
triplicados de las muestras (que mostraron una dispersion de entre el 5 y el 7 %) fueron usados
en el cdlculo de la produccion bacteriana. Esta se consideré comprendida dentro de un rango
establecido por el uso de dos factores de conversion (discutida su utilizacién en Di Siervi et
al., 1995c¢) y del que por convenciencia, paralos graficos s6lo se tiene en cuenta el valor medio.
La ecuacién utilizada fue la de Bell et al. (1983):

mgC.FLK! : nmoles de CH)timidinaen el extracto insoluble en dcido tricloroacético x factor
de conversién (cel/nmol) x carbono celular promedio x 60/ tiempo de incubacion (minutos).

RESULTADOS
Muestreos diarios

La temperatura del agua en ¢l Embalse Ramos Mex{a es muy estable, sin cambios en
profundidad (salvo una muy pequefia variaci6n superficial, no mayor a 2 grados, entre el dfa
y lanoche). En la experiencia realizada en la semana del 14 al 20 de mayo inclusive, pudieron
apreciarse diferencias diarias en los valores del mediodfa en la produccién secundaria, con un
intervalo que vari6 entre 0,23 mgC.m2.h* (registradoel dia 15)a 0,91 mgC.m2.h" (el dfa17).
Los valores de producci6n primaria respondieron en forma directa a los cambios climéticos
que se registraron, bajos los dias 14 y 15 (fueron dfas lluviosos), aumentaron el 16
(seminublado), y nuevamente bajos el 17 (lluvioso). Aument6 la produccion a partir del dia
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Fig. 1: Produccién primaria algal y produccidn secundaria bacteriana por m* (valor medio del
rango calculado), correspondientes a los muestreos diarios realizados al mediodia, en la semana
del 14/5 al 21/5.

18 (seminublado) y se estabiliz6 en valores altos los dfas 19 y 20 (totalmente despejados)
(Fig. 1).

Podria suponerse una total falta de relacién entre las producciones algal y bacteriana,
pues se aprecia que a un pico de méxima de la primera le corresponde un minimo registro
de la segunda y viceversa. El hecho de que durante este muestreo de una semana, se
sucedieran dias con distintas condiciones climdticas permitié obtener valores de produc-
cion primaria irregulares, al igual que los de la produccién bacteriana. Estas circunstancias
posibilitaron observar que, si se desplaza la curva perteneciente a la produccién algal 24
horas, se obtiene una casi total coincidencia con la de produccién secundaria (Fig. 1).

Muestreos cada 4 horas (Fig. 2).

Estos se realizaron con el fin de conocer la fluctuacién de los valores correspondien-
tes a la produccion secundaria bacteriana a lo largo de las 24 horas del dia.
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En un primer muestreo, que abarcé desde las 12,00 horas del 12/4 a las 12,00 horas del
13/4, se pudocomprobar que los valores de producci6n primaria del mediodia fueron similares
tantoundiacomoelotro (91 y 89 mgC.m.b, respectivamente) y que los valores del atardecer
(después de las 16,00 horas), fueron similares alos del amanecer (estos dltimos algo mayores).
La producci6n bacteriana fue siempre en aumento a partir del primer muestreo, atn durante
lanoche y hasta el mediodfa del dia siguiente. (Fig. 2). Las variaciones durante estas 24 horas,
no aclararon mucho sobre €l comportamiento bacteriano a lo largo de un dfa, aunque se pudo
al menos comprobar la falta de paralelismo temporo-espacial entre a produccion del
bacterioplancton y la produccion primaria. Para poder comprobar si este comportamiento
obedece a un ciclo horario no ligado a las variaciones de radiaci6n solar, al mes siguiente se
extendio el muestreo a tres dias consecutivos y cada cuatro horas.

En general, la produccién primaria fue muy baja, siendo los resultados de las
incubaciones al mediodfa de s6lo 27, 30 y 31 mgC.m.h"!, respectivamente. Es de destacar
que el primer dia se presentd seminublado, motivo por el cual se registré un valor menor al
de los dias siguientes de cielo despejado.

Respecto de la produccién secundaria, se obtuvieron algunos registros més altos en
horas de oscuridad (noche del 18/5, madrugada del 19/5), que otros de horas en las que habfa
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Fig. 2: Produccidn primaria algal v produccion secundaria bacteriana expresada en m? (valor medio
del rango calculado), correspondientes a los muestreos horarios realizados entre las 12,00 hs. del 12/
4 vlas 12.00 hs. del 13/4.
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produccion primaria (mediodfa y tarde del 18/5, tarde del 19/5, mediodia del 20/5) (Fig 3).
Lo interesante se vio en la composicion vertical de estos muestreos, donde los maximos
descendieron con la profundidad en el transcurso de las horas. El primer dfa hubo una mayor
produccion a las 8,00 hs. a 1 metro y luego a las 20,00 hs. el pico estuvo alos 2,5 y 5 metros.
A 1as 4,00 hs. del dia siguiente, hubo mayor actividad a 1 metro, trasladindose ese pico de
produccién a las 12,00 hs. a los 2,5 metros. A las 20,00 hs. bay un leve aumento en 5 metros
con valores semejantes al anterior. Es a 1 metro donde comienza a detectarse un nuevo
aumento de actividad, también registrado a los 5 metros al mediodia del dltimo dia de trabajo.
Esto corroboraria la independenciaespacio-temporal, entre la produccién secundaria bacteriana
y la primaria algal en lo que se refiere a sus valores maximos (Fig. 4).

Se pudo comprobar que hay tres momentos del dia en los que la produccidn bacteriana
presentd picos de maxima actividad, y éstos se dieron siempre con espacios de alrededor de
8 horas entre si, generalmente en las incubaciones comenzadas a las 4, 12 y 20 hs.
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Fig. 3: Produccién primaria algal y produccién secundaria bacteriana expresada en m? (valor medio
del rango calculado), correspondientes a los muestreos horarios realizados entre las 8,00 hs. del 18/
Sy las 12,00 hs. del 20/5.
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-1 -1
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Fig. 4: Produccién secundaria bacteriana (valor medio del rango calculado), en tres profundidades
(Im; 2,5my35 m) segiinmuestreos realizados cada cuatro horas desde las 8,00 hs. del 18/5 alas 12,00
hs. del 20/5. Para los valores de produccién primaria, ver texto.

DISCUSION

No sglo durante el afio se presentan variaciones en la actividad bacteriana, debido a
cambios estacionales de temperatura, abundancia de fitoplancton u otros factores fisicos y
quinicos sino que también pueden producirse cambios segin se trate de un dfa nublado o
soleado, en una misma semana y atin dentro de un mismo dfa. Estos cambios no son atipicos
o circunstanciales, sino que reflejan el estado dindmico de un ambiente y la répida adaptacién
del bacterioplancton,

Una alteraci6n en la tasa de duplicacién a diferentes horas del dia, fue comprobada por
Moriarty et al. (1985), quienes calcularon distintos valores de producci6n entre el dia y la
noche en el agua en contacto con el fondo y hallaron una variacién similar en orden de

29



M. A. DI SIERVI, A. A. MARIAZZI v J. L. DONADELLI Biologla Acuética, N2 18, 1995

magnitud en la columna de agua, cerca de un arrecife de coral. Estos autores consideraron que
las variaciones diarias en el crecimiento bacteriano en comunidades plancténicas, podian estar
influenciadas por la excrecién de materia orgénica por las algas durante la fotosintesis, como
asi también, por la liberacién de materia orgénica durante su predaci6n por el zooplancton.
No deben confundirse estas variaciones con problemas producidos por dilucién isot6pica.
Cuando las poblaciones bacterianas crecen lentamente, la timidina ex6gena suple todos los
requerimientos de la sintesis de ADN, inhibiendo la sintesis de novo. Cuando las bacterias
crecen rdpidamente, sila ’H-timidina agregada al medio no es suficiente, su consumo no tiene
la rapidez suficiente como para suplir la cantidad necesaria de dTMP, y es asf como la sfntesis
de novo, diluye la timidina marcada incorporada al ADN. Para este trabajo, se asumi6 que la
cantidad de *H-timidina suministrada a 1as muestras era suficiente como para evitar la sintesis
de novo, de acuerdo a los resultados obtenidos durante la puesta a punto de esta metodologia
(Di Siervi er al., 1995¢).

En ambientes acu4ticos eutr6ficos, también hay registros de variaciones en la tasa de
incorporacién de *H-timidina. En el lago Frederiksborg Slotssg, Riemann er al. (1982)
comprobaron un incremento en el consumo de radioisétopo durante lamafiana. Posteriormen-
te, también observaron un aumento a medianoche y un nuevo pico de sintesis a la salida del
sol. Tales resultados coinciden con los obtenidos en esta investigacién, Ciclos diarios
semejantes a los referidos fueron encontrados por Hagstrém (1984), mientras que Riemann
y Sendergaard (1984) hacen mencién a un incremento de produccion secundaria al amanecer,
encontrando asimismo en estudios diarios, un incremento constante en un periodo de 24 horas,
tal como se plante6 aqui respecto del muestreo horario correspondiente a abril.

Algunos autores consideran que la actividad bacteriana reflejada en su produccion,
involucra ciclos diarios, que fueron comprobados con distintas metodologias y en ambientes
totalmente diferentes. Generalmente, estos ciclos muestran picos importantes al amanecer, al
atardecer y durante la noche, en marcado desfasaje con la produccion primaria. Bell (1984)
comento la previsibilidad de tal comportamiento, pues la sintesis de ADN no muestra una
respuesta inmediata al cambio en el suministro de nutrientes y postul6 que el resultado de una
incubacién al mediodia puede no ser representativa de la realidad. Sefial6é ademads, que en un
dia nubladg, la tasa de incorporaci6n de *H-timidina era similar en la tarde, anochecer y noche,
por lo que estim6 que el estado climético del dia de muestreo puede ser de suma importancia
si se quiere dar representatividad mensual a ese dfa en una proyeccién anual. Los resultados
aqui obtenidos sirven para reforzar las opiniones respecto a la real existencia de ciclos de
produccion bacteriana diarios y atin, de ciclos mas cortos dentro de un mismo dia. Una
variedad de eventos puede ser la causa de la existencia de estos ciclos, aunque generalmente
hay convergencia de opiniones en cuanto a que se deberian fundamentalmente al exudado
fitoplanctSnico (Iturriaga, 1981; Riemann er al., 1982; Moriarty y Pollard, 1982).

La excreci6n de material fotosintético de bajo peso molecular por el fitoplancton fue
considerado fundamental por Bell y Kuparinen (1984). Larsson y Hagstrom (1982) conside-
raron queeste exudado suplia el 50 % de los requerimientos de energia bacteriana. Es asi como
pueden apreciarse las diferencias cuando se trata de experiencias puntuales. Si el dia se
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presenta lluvioso o con sol radiante, los resultados pueden ser totalmente diferentes entre si,
tal como pasé en el muestreo semanal de mayo en el que circunstancialmente se pudo contar
con dias de caracteristicas diferentes. Estas variaciones plantean al menos dos interrogantes:
si la producci6n bacteriana es mayor de noche que de dfa, ;c6mo es posible que en un dia
nublado ésta sea menor a la de un dia con luz 6ptima?; y en este caso, laluz ; inhibe 0 estimula
la producci6n bacteriana?. Esto puede tener la siguiente explicacién: cuando el resultado
procedede una sola experiencia, los nutrientes seran los que se encontraban en el agua al iniciar
la experiencia m4s los que suma la actividad algal durante la incubacién. En un muestreo
horariolosresultados dejan de ser puntuales, pararesponder a valores representativos del flujo
de nutrientes de todo un sistemna abierto, en el que las algas producen y las bacterias consumen
este producto pero no al mismo tiempo. En resumen, tanto la materia orgénica disuelta como
la particulada, excretadas o producidas a partir de algas, sufren en su utilizacién un
desplazamiento espacial y temporal con respecto a su origen, pues en horas de la noche las
bacterias siguen consumiendo lo producido durante el dfa. El aumento de la actividad
bacteriana durante el dia, se deberiaala disponibilidad de lono consumido en la noche sumado
a lo ultimo producido, sugiriendo de esta manera no un ciclo de dia y noche arbitrariamente
propuesto (ya que la influencia de 1a luz sobre las bacterias es totalmente indirecta), sino mas
bien a la disponibilidad de nutrientes y al nimero de bacterias activas en un momento
determinado. Este razonamiento otorga importancia a la incubaci6én con luz ambiente, pues
de esta manera se interfiere menos en el ciclo comentado.
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MEDICION DE LA PRODUCCION BACTERIANA
EN UN EMBALSE PATAGONICO. VARIACIONES
ESPACIO TEMPORALES Y RELACIONES CON
LA PRODUCCION PRIMARIA

MIGUEL A. D1 SIErRV], ALDO A. MARIAZZI Y JORGE L.. DONADELLI

Instituto de Limnologia “Dr. Rail A. Ringuelet”, C.C. 712, 1900 La Plata, Argentina.
Contribucién N° 619.

SUMMARY: Measurement of bacterial production in a Patagonian reservoir. Spatial and
temporal variations and relationships with primary prodaction.

The purpose of this work is the assessment of the relationships between bacterioplanktonic biomass
and secondary production and biomass and primary production of the phytoplankton. The research
was carried out at the Ezequiel Ramos Mexia reservoir, a 816 km? waterbody located in Neuguén
province (Argentina). Similar trends were observed at the three sampling sites, with maximum
values of bacterial production in coincidence with primary production peaks in the water column.
Significant values of bacterial production also accurred in the aphotic zone. Maximum production
rates were observed in summer, seasonal variations revealing a pattern similar to that of the primary
production. Temperature seems to be an important regulator of this trend. The lack of correlation
between bacterial numbers and their production rates suggests that in winter, when bacterial
densities are highest and their production is lowest, most bacteria are in starvation or dormant

stages.
KEY WORDS: Bacteria, algae, production, *H)-thymidine, space-time variations.

RESUMEN: Medicién de la produccién bacteriana en un embalse patagénico. Varlacdones
espacio temporales y relaciones con la produccién primaria.

El propésito basico de este trabajo es la evaluacién de las relaciones entre la biomasa y produccién
secundaria delbacterioplancton y labiomasa y producci6n primaria del fitoplancton. La investigacién
se realizé en el embalse Ezequiel Ramos Mexia, un cuerpo de agua de 816 Km? localizado en la
provincia de Neuquén (Argentina). Se observ6 un comportamiento similar en las tres estaciones
de muestreo, con valores miximos de producci6n bacteriana en coincidencia con los de produccién
primaria en la columna de agua. También se registraron valores importantes de produccién
bacteriana en la zona af6tica. Las tasas miximas se observaron en verano y las variaciones
estacionales tuvieron igual comportamiento que las de la produccién primaria. La temperatura
parece ser un importante regulador de dichas variaciones. La falta de correlaci6n entre el nimero
de bacterias y su produccién sugiere que los altos valores de bacterias en invierno, en coincidencia
con una baja actividad, estarfan asociados a estados de vida latente de gran parte de las bacterias.

PALABRAS CLAVE:Bacterias, algas, producci6n, CH)-timidina, variaciones espacio temporales.
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INTRODUCCION

Las bacterias han sido reconocidas como eslabones bésicos de la cadena alimentaria
(Sorokin, 1978; Pomeroy, 1974; Williams, 1981).

El fitoplancton puede proveer de materia organica a las bacterias directamente a través
de la excrecién o de la lisis de células muertas. Por otro lado, las bacterias proveen al
fitoplancton de nutrientes que pueden ser suministrados en cantidades limitantes, siendo el
crecimiento fitoplancténico, en tales casos, directamente dependiente de la actividad
bacteriana.

El flujo de energia en un ambiente acuatico estd representado en los miltiples circuitos
de circulaci6n entre los diferentes organismos que lo pueblan. Conocer todos estos caminos
es una ardua tarea a la que estdn abocados muchos investigadores. Nuestro trabajo,
desarrollado en el embalse Exequiel Ramos Mex{a, tuvo como objetivo estimar 1a produccién
secundaria bacteriana y produccién primaria algal a lo largo de un afio, con el fin de efectuar
un aporte al conocimiento de las complejas relaciones existentes entre bacterias y algas. La
ubicacién y caracterfsticas del embalse se describen detalladamente en Mariazzi et al. (1991).

EMBALSE EXEQUIEL
RAMOS MEXIA

Fig. 1: Ubicacion de las estaciones de muestreo en el embalse Exequiel Ramos Mexia
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MATERIALES Y METODOS

Los muestreos fueron mensuales desde agosto de 1985 a agosto de 1986, y en tres
estaciones (fig. 1). Se obtuvieron muestras de superficie, (1), (2,5), (5), (7.5), (10), (15), (20)
metros y fondo (a un metro sobre el sedimento). Los relevamientos se efectuaron con una
botella de tipo van Dorn y en particular para la clorofila, mediante un sistema de bombeo. La
temperatura se midi6 directamente de la boca de bombeo con un termémetro. La clorofila se
determiné segun Lorenzen (1967). La produccién primaria (PP) se midi6 in situ segin
Steemann Nielsen (1952). Dos botellas claras y unaoscura por cada profundidad se inocularon
con 4 mCi de NaH“CO, y se incubaron por cuatro horas entre las 10 y las 14 hs.
aproximadamente. Luego el agua se filtr6 por filtros de 0,45 um. Los filtros se colocaron en
viales, se secaron y se solubilizaron con 1 ml de acetato de etilo. Luego se agregaron 10 ml
de un c6ctel con base de tolueno y se midi6 la radiactividad en un espectrémetro Beckman
LS-100, determindndose el quenching por el método de la relacion de canales.

La produccién secundaria bacteriana (PSB) se midié incubando por 4 horas al
mediodia, siguiendo la metodologfa de Fuhrman y Azam (1982) con algunas modificaciones
(Riemann, 1984). Las muestras de 50 ml, por duplicado, fueron inoculadas con 2,5 nM de
(metil-CH)timidina, 50 - 80 Ci.mmol* (New England Corp., Boston, Mass., USA). La
produccién bacteriana se detuvo por el agregado de formol (2% conc. final). Las muestras se
filtraron por filtros de 0,2 um y se procesaron de la misma forma que para la produccion
primaria. Las lecturas de radiactividad fueron corregidas con una curva de “quenching”
realizada con estdndares de tolueno tritiado, calculdndose la eficiencia con lecturas del
estAndar externo.

Los moles de (H)-timidina incorporados fueron calculados por la férmula:
moles = (des/min)/(AS) x 4,5 x 10 *

donde des/min son las desintegraciones por minuto sobre el filtro, AS es la actividad especifica
de la solucitn de timidina en Ci/fmmol y 4,5 x /0, el nimero de curies por des/min.

La producci6n bacteriana fue calculada de acuerdo a la siguiente ecuaci6én (Bell et al.,
1983):

mgC . h~ : nmolesde PHjtimidina en el extracto insoluble en dcido tricloroacético x factor
de conversion (celmmol) x carbono celular promedio x 60 / tiempo de incubacion (minutos).

La produccién bacteriana fue calculada como un rango establecido por el uso de dos
factores de conversion 2x 10°- 1,08x10"° cel.nmol"' para los meses de temperaturas menores
a13°Cy 1,08x10-3,3x10"cél.nmol" para los meses cdlidos (noviembre a abril), (Di Siervi,
M. et al., 1995).

Las bacterias se cuantificaron y se cstimaron los volimenes por el método de
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microscopia de epifluorescencia con naranja de acridina (Hobbie er al., 1977). La biomasa se
calculé multiplicando el volumen medio de cada muestra por el factor 1,21x10°" grC.um-’
(Watson ef al., 1977).

RESULTADOS

A partir de los meses frios y hasta el verano, hubo aumentos graduales de la produccién
primaria (PP) y también de la secundaria bacteriana (PSB). A partir de noviembre, los registros
de PP fueron irregulares aunque se aprecié un marcado aumento de la misma cuando la
temperatura super6 los 13 °C. En diciembre, la PSB aument6 desde superficie hasta los 5
metros, disminuyendo luego hasta los 10 metros, tal como ocurri6 con la produccién algal.
De enero a abril hubo una estrecha relacion entre ambas producciones. En mayo y junio la
produccién primaria disminuy6 en forma muy marcada, siendo también muy baja la PSB en
la zona f6tica. En julio y agosto hay un leve aumento de ambas producciones. La temperatura
media anual fue de 13,4 °C, con una médxima en enero de 20 °C en superficie. La minima se
registré en junio y julio con 6 °C.

La PP tuvo sus m4ximos valores a los 2,5 y 5 metros y el comportamiento de la PSB
fue similar para la zona f6tica, con altos valores a los 5 metros y en la zona cercana al limite
de transparencia. Es decir, hay un desfasaje vertical con respecto a la PP, encontrdndose
también valores importantes en la zona af6tica, 1o que indicaria la presencia de procesos de
activa descomposicién organica en los estratos mas profundos (Fig. 2).

En las wres estaciones de muestreo observamos que la PP fue acompafiada por un ciclo
anual de PSB de comportamiento bastante similar, con una baja produccion invernal y con
méximos valores en los meses calidos, en los que la temperatura promedio estuvo alrededor
de los 17-18 °C.

LaPPestuvo entre 1y 173 mgC.m2.h'. Si bien las tasas de produccién bacteriana se
estimaron a partir de dos factores de conversion, cuyo resuitado final es un rango, laPSB oscil6
entre valores promediosde 1y 54mgC.m2.h' enlas distintas estaciones (Fig. 3). El porcentaje
de PSB respecto de la PP tomada como 100 % estuvo entre un maximo de 45 % en enero y
minimos cercanos a 2 % en mayo y junio.

Las tasas de crecimiento y producci6n bacterianas son mayores en periodos de mayor
temperatura. Prueba de ello fueron las tasas de crecimiento instant4neo calculadas, de 100
horas para julio, cuando la temperatura fue de 6 °C y de solamente 11 horas en diciembre, con
temperaturas cercanas a 20 °C.

Resulté llamativo un comportamiento opuesto entre el nimero de bacterias y su
produccién. En la estaci6n [ se registraron dos picos médximos precisamente en los meses en
los que la PSB fue menor. Esto no representaria un hecho casual, ya que los mismos resultados
se apreciaron en las dem4s estaciones (Fig. 4). Algo similar ocurri6 entre PP y clorofila. Por
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Fig. 2: Perfiles verticales de la produccién prima-
ria(A)y produccion secundaria bacteriana(valo-
res promedio del rango, B) en la estacién I, desde
agosto de 1985 a agosto de 1986.
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ejemplo, en la estacién 111 la producci6n primaria fue mayor en los meses de verano, mientras
que la cantidad de clorofila fue notoriamente alta en marzo, abril y mayo (Fig. 5).

DISCUSION

Durante el afio de trabajo, pudieron reconocerse tres subperfodos en 1a produccion
bacteriana, el primero de baja actividad; el segundo, de fndices méximos en los meses de
verano y el tercero, con una produccién que retornd a valores muy bajos. También en
profundidad, mensualmente se apreciaron notables diferencias verticales.

Las bacterias son capaces de crecer rdpidamente en aguas libres de particulas, a
expensas de materia orginica disuelta (Ammerman et gl., 1984), la cual provendria
originalmente del fitoplancton (Ducklow & Kirchman, 1983). Los nutrientes pueden llegar
almedio nosélo por lisis celular sino que su concentracién est4 ligada a laexcrecion de materia
organica durante 1a fotosintesis. Aunque las bacterias difieren en el grado de dependencia a
los exudados algales, muchos autores consideran al crecimiento bacteriano entre el 10 y el 80
% (Larsson & Hagstrom, 1982; Riemann, 1983; Bell et al., 1983; Bell & Kuparinen, 1984).
De este modo también en el embalse Ramos Mexia, el fitoplancton seria el generador de la
materia orgénica necesaria para el crecimiento y produccién bacterianos, lo cual fue
comprobado por la evidente relacién entre PP y PSB, mucho mas manifiesta ante el aumento
de 1a temperatura. Si se considera una eficiencia bacteriana del 60 % (Calow, 1977), el
porcentaje de la produccién algal que se necesitarfa para sostener la produccion de las bacterias
serfa mucho mayor a los indicados. En enero seria del 76 %, con un minimo cercano al 4 %
en época invernal. Ademi4s de lo excretado por el fitoplancton, habria otros procesos que son
importantes en el aporte de materia orgdnica disuelta utilizable por las bacterias y no
considerados, pero que explicarian un porcentaje ain mayor. Ademas, dado que la PP estd
limitada al perfodo de luz solar, mientras que las bacterias producen durante las 24 horas, estos
porcentajes superarian olgadamente el 100 % de la producci6n primaria, especialmente en la
época estival.

En los sedimentos habria una considerable produccién bacteriana. En condiciones de
calma, debido a la sedimentacién de materia orgénica y bacterias, aumenta la produccién en
¢l fondo, pero este material vuelve a la columna de agua debido a la turbulencia inducida por
los vientos (Moriarty ez a/., 1985b). Es por esta causa que la interfase agua sedimento sea una
regionde intensaactividad, en la que se efectuaria lamayor actividad heterotr6fica (Novitsky,
1983). Esto explicaria el aumento aqui registrado de la PSB en las zonas més profundas del
lago. con picos por debajo de los 15 metros en la estacion | y una importante y regular
produccion cercana al fondo en las estaciones [Ty 111,

Muchas veces los datos de actividad bacteriana o algal son utilizados con ligereza para
justificar la ubicacion de un ambiente determinado en alguna categoria r6fica. En Bell et al.
(1983) se efectia una revision de os disuntos valores de produccion calculados por varios
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autores y con distintos métodos. Los datos calculados en el Embalse Ramos Mexia son
semejantes a los indicados paralagos eutr6ficos, mientras que en base aunaserie de variables,
fue caracterizado como oligo mesotrdfico por Mariazzi ef al. (1991).

El clasico modelo de crecimiento bacteriano en un cultivo, comienza con un
crecimiento logarfuico sigue luego exponencial, estacionario y finalmente declinante. Pero
en ambientes naturales la situacion es mas compleja, con bacterias en diversos estados de
crecimiento al mismo tiempo. El cambio anual y paralelo de Ia tasa de produccién bacteriana
y el ciclo de crecimiento algal, sugirieron que la poblacidn bacteriana en el embalse dependia
principalmente de la produccidn primaria como unrecurso accesible y continuode nutrientes.
Para la utilizacion de tales recursos, la bacteria no s6lo debe estar en el sistema sino que debe
ser activa. Con los conteos directos se obtiene s6lo el niimero de bacterias, pero sin llegar a
conocer su estado fisiol6gico. El gran nimero de pequeiias células presentes en las muestras
de invierno, indicarian que no todas son activas y que estan en un estado de latencia (Morita,
1983). Novitsky (1983) consider$ que el incremento de la actividad bacteriana es debido a
un gran nimero de bacterias activas, en un grado mayor que a un alto porcentaje de células
activas o al aumento de la actividad celular. En nuestro estudio se observé un aumento de
produccion ligado a un aumento de 1a temperatura, lo que estaria dado por un aumento del
porcentaje de células activas debido a un menor mimero de bacterias totales y una mayor
biomasa por aumento del volumen de los individuos productivos (Mariazzi et al., en prensa).
Quiz4s pueda justificarse en forma semejante la discrepancia observada entre PP y clorofila,
como también que, a una temperatura adecuada, exista una estrecha relacion entre presencia
y actividad de algas y bacterias.

Teniendo en cuenta que la PSB es cuantitativamente importante, se confirma una vez
més que €l bacterioplancton actia como un eslabon fundamental en la cadena alimentaria.
Su produccién se desarrolla principalmente a expensas de materia orgénica disuelta. Este
material, ain en muy baja concentracion en las aguas, tras ser convertido en particulas
nutricionales es reciclado en la cadena tréfica. Pero no se puede considerar un modelo que
se construya s6lo en base alas producciones de algas y bacterias y a 1a temperatura, pues seria
una simplificacién que despreciarfa las seguramente numerosas € importantes variables que
puedan actuar al mismo tiempo. Hay muchos organismos que consumen bacterioplancton,
lo que estableceria una cadena entre materia orgdnica disuelta y bacterioplancton y entre
bacterias y zooplancton. Los caminos entre estos eslabones son probablemente complejos y
se necesitaran estudios especificos de cada uno de ellos para su total comprension.
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