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1 Estudio de la actividad fagotréfica del fitoplancton

1. INTRODUCCION

Mixotrofia

La mixotrofia se define como una combinaciéon de nutricion fototréfica y heterotrofica
que se presenta en un mismo organismo. Cuando la nutricion heterotréfica consiste en
la captura de material particulado (presas) se habla de organismos fagotréficos. Esta
capacidad mixotréfica se asocia a una ventaja competitiva de algunas microalgas en
situaciones de estrés, generadas por déficit de luz o de nutrientes en el medio (Jones
2000, Medina-Sanchez et al., 2004). Estos organismos mixotroficos son habituales en
las comunidades planctonicas y en algunos sistemas, principalmente oligotroficos, se les
ha considerado como principal factor controlador de las comunidades bacterianas.

(Havskum and Riemann 1996, Zubkov and Tarran 2008).

La mixotrofia se encuentra ampliamente distribuida entre los diferentes grupos de
organismos que componen las comunidades planctdnicas, tanto en sistemas marinos
como de agua dulce. Dinoflagelados que pueden ingerir bacterias, algas o incluso
pequeiios ciliados (Hitchman and Jones 2000, Kim et al., 2008), criptoficeas (Tranvik et
al., 1989, Schumann et al., 2005, Boéchat et al., 2007) o crisoficeas (Caron et al., 1993,
Rothhaupt 1997, Floder et al., 2006, Boéchat et al., 2007) son algunos de los grupos con

reconocida capacidad fagotréfica descritos en la literatura.

Dentro de las especies mixotroficas se han descrito diferentes comportamientos o
estrategias nutricionales, que se sitGan a lo largo de un espectro continuo desde la
puramente autotrofica a la heterotrofica absoluta (Jones 1994). Estas estrategias
responden a necesidades diferentes que se han sistematizado en la clasificacion

propuesta por Jones (2000). Asi, es posible observar protistas: 1) principalmente
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heterotrofos y que emplean la fototrofia s6lo cuando el nimero de presas es limitante
para su crecimiento(Andersson et al., 1989) ; 2) principalmente autétrofos y que
ingieren presas cuando la luz es limitante (Jones and Rees 1994); 3) que ingieren presas
como fuente de sustancias esenciales para el crecimiento (Kimura and Ishida 1985); y 4)
que ingieren presas para completar los requerimiento del mantenimiento celular en
periodos prolongados de disponibilidad de luz por debajo de las necesidades para

compensar la respiracion (Tranvik et al., 1989).

A pesar de los costos energéticos que le puede conllevar a un protista mixotrofo tener
las dos maquinarias funcionales, en comparacion a un autotrofo o heterétrofo estricto,
su presencia en la mayor parte de los sistemas acuaticos oligotroficos, sugieren que la
mixotrofia puede ser una estrategia que le conceda ventajas a estos organismos (Jones
2000, Medina-Sanchez et al., 2004), ya sea por la obtencion de carbono organico que
pueden incorporar a su biomasa (Caron et al., 1993, Burkholder et al., 2008), como
también por la obtencion de nutrientes inorganicos provenientes de las presas, que les
permite mantener su crecimiento (Raven 1997, Zubkov and Tarran 2008). Ademas,
ejerce un control directo sobre la abundancia bacteriana, que deriva en una eliminacion

directa de su principal competidor por los nutrientes minerales (Thingstad et al., 1996).

Métodos de estudio de la fagotrofia

Durante las ultimas décadas, ha aumentando el interés sobre la actividad y el papel que
desarrollan los protistas fagotroficos, entre ellos las especies mixotroficas, en los
sistemas acudticos. Particulas inertes como microesferas de latex (Bersheim 1984, Pace
and Bailiff 1987) o bacterias marcadas con fluorocromos (Sherr et al., 1987), han sido
utilizadas como presas alternativas para estimar las tasas de filtracion e ingestion por
parte de los protistas en diferentes condiciones de experimentacion. Estos métodos
presentan la ventaja de requerir protocolos experimentales faciles y estimaciones
rapidas con tiempos cortos de incubacion (Sherr et al., 1987), asi mismo la
identificacion y cuantificacion de estas particulas en el interior de los protistas no suele

conllevar mayor dificultad (figura 1).
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Sin embargo, pronto se vio cierta capacidad de los protistas para discernir entre
bacterias y microesferas e incluso entre bacterias vivas y muertas (Sherr et al., 1987,
Gonzalez et al., 1993, Jiirgens and De Mott 1995). Esta capacidad puede llevar a evitar
la ingestion de la particula o incluso después de ser ingeridas a su rapida expulsion
(Boenigk et al., 2001a), impidiendo asi, evaluar los procesos digestivos y, por lo tanto,
una correcta estima de la asimilacion de carbono y nutrientes. Asi mismo, la utilizacién
de presas artificiales no permite evaluar adecuadamente la seleccion natural de presas,
limitandose muchas veces a una seleccion por tamafios (Chrzanowski and Simek 1990,
Simek and Chrzanowski 1992) y desconociendo la posible seleccion entre los diferentes

grupos de procariotas.

Figura 1. Ingestion de microesferas de latex fluorescentes por una criptoficea. Microscopia de
fluorescencia (izquierda), microscopia Optica (derecha).

Por otro lado, el desarrollo de herramientas moleculares basadas en el disefio de sondas
oligonucleotidas para marcar células procariotas y eucariotas, ha permitido aumentar el
enfoque sobre la actividad fagotrofica de los protistas. Técnicas como la hibridacion
fluorescente in situ (FISH) (Pernthaler et al., 2001a) y modificaciones de esta como el
CARD-FISH (Pernthaler et al., 2002) han permitido no sélo evaluar y cuantificar los
diferentes grupos taxondémicos que componen el bacterioplancton, y que son potenciales

presas, sino que han hecho posible evaluar el contenido y composicioén de presas de las
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vacuolas alimenticias de los protistas fagotroficos (figura 2) (Medina-Sanchez et al.,
2005). De esta forma, no son necesarias las incubaciones, lo cual conlleva a una
reduccion en la manipulacion de las muestras. Asi mismo, que la captura e ingestion se
realice sobre las presas naturales, también confiere mas realismo. Con la utilizacién de
diferentes sondas especificas para cada uno de los grupos de procariotas es posible

evaluar de una manera mas detallada la seleccion de presas.

Figura 2. Catalized Reported Deposition-FISH (CARD-FISH). A) Procariotas marcadas con DAPI (azul)
e hibridadas con la sonda Bet42a para Betaproteobacteria (verde). b) Procariotas hibridadas dentro de la
vacuola alimenticia de diversos protistas mixotroficos.

Comportamiento fagotroéfico

Es un hecho conocido que la actividad fagotrofica de los protistas es la mayor fuente de
mortalidad del bacterioplancton tanto en sistemas marinos como de agua dulce
(Gonzalez et al., 1993, Sherr and Sherr 2002, Pernthaler 2005), ademas, juegan un papel
importante en el reciclaje y transferencia de nutrientes a niveles tréficos superiores
(Azam et al., 1983, Caron et al., 1985, Goldman et al., 1985). Asi mismo, la actividad
predatoria de los protistas puede influir en la estructura morfoldgica, composicion
taxonomica y estado fisiologico de las comunidades bacterianas (Hahn and Hofle 2001).
De esto se deriva la importancia de conocer y entender el comportamiento, mecanismos

y los factores que controlan la actividad fagotroéfica de los protistas.
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Organismos modelos especialmente dinoflagelados, se han utilizado para tratar de
dilucidar los mecanismos de reconocimiento, captura, ingestion y digestion de las presas
(Buskey 1997, Hansen and Calado 1999, Berge et al., 2008, Roberts et al., 2011b). Un
modelo conceptual de este mecanismo se describe en la figura 3. Segun la forma en que
los protistas concentran y capturan sus presas, pueden dividirse en filtradores, que por
medio de cilios o flagelos producen corrientes que arrastran a sus presas hacia ellos, y
interceptores, que buscan a través de su movimiento el contacto directo con la presa
(Fenchel 1986, Montagnes et al., 2008). Una vez la presa es capturada, es
individualmente ingerida y almacenada, sola o con otras, en vacuolas alimenticias para
su inmediata o posterior digestion. Caracteristicas de las presas como el tamafio,
superficie celular, movilidad, liberacion de sefiales quimicas, estado fisiologico pueden
potencialmente influir, entre otras, sobre uno o varios de los pasos que configuran la
actividad fagotrofica, derivando en diferentes comportamientos selectivos por parte de
los protistas (Jirgens 2007, Roberts et al., 2011b). Asi mismo, caracteristicas
ambientales como la radiacidon, temperatura y estado trofico del sistema, pueden
modificar el comportamiento tanto de las presas como del depredador (Sherr et al.,

1988, Urabe et al., 2000, Medina-Sanchez et al., 2004, Bastidas Navarro et al., 2011).

A pesar de lo anteriormente descrito, es poco lo que se conoce sobre las preferencias
alimenticias que exhiben los distintos grupos de protistas mixotroficos en sistemas
naturales. Evidencias tanto directas, basadas en la inspeccion de las vacuolas
alimenticias de flagelados heterotroficos (Jezbera et al., 2005, Jezbera et al., 2006),
como indirectas -consistentes en cambios estructurales, morfologicos y de composicion
de las comunidades bacterianas, atribuidos a la presion depredatoria de protistas
fagotroficos (gimek etal., 2001a, Simek et al., 2001b, Simek et al., 2003, Salcher et al.,
2005)-, sugiere la posibilidad de comportamientos selectivos, sobre grupos
taxondmicos de procariotas especificos, como consecuencia de estrategias de las presas
para evadir su depredacion o de los protistas en busca de optimizar el beneficio
obtenido de la fagotrofia. De igual forma, se desconoce si estos posibles

comportamientos selectivos son compartidos por protistas filogenéticamente muy
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proximos, o si, por lo contrario, son especificos e influenciados por las caracteristicas

propias de cada uno.

Figura 3. Modelo conceptual del mecanismo de alimentacion de un protista fagotrofico.

Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es evaluar el comportamiento fagotréfico en especies
fitoplanctonicas por medio de técnicas de analisis celular que permiten establecer
patrones individuales de cada una de ellas. Para alcanzar este objetivo se comparan dos
técnicas: la ingestion de microesferas fluorescentes de latex y el contenido de las
vacuolas alimenticias por medio de la hibridacion fluorescente in situ (FISH) en
diferentes especies fitoplanctonicas en condiciones controladas de cultivo. Esta

comparacion permite finalmente la calibracion del contenido vacuolar para estimar tasas
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de ingestion. Asi mismo, se evaluan los cambios temporales a corta escala de tiempo
(horas) de la actividad fagotrofica y los comportamientos selectivos de presas en
diferentes especies fitoplanctonicas de un lago de alta montana. Finalmente, se compara
la actividad fagotrofica y la seleccion de presas en comunidades fitoplanctonicas
naturales, de un gradiente trofico de lagos de alta montafia para identificar generalidades

de los patrones de ingestion observados.






Materiales y Méetodos
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Medicion de la actividad fagotréfica

2.1.1 Hibridacién fluorescente in situ (CARD-FISH)

El protocolo del CARD-FISH propuesto por (Medina-Sanchez et al., 2005) fue utilizado
para evaluar la actividad fagotrofica en protistas mixotroficos. Las muestras para este
fin, fueron fijadas con una solucion de Lugol alcalino al 0,5 % (v/v), seguido por
formaldehido tamponado (pH 7) al 2 % y unas gotas de tiosulfato de sodio al 3 % para
decolorar la fijacion del Lugol (método de fijacion LFT). Después de una hora de
fijacion a temperatura ambiente, fueron filtradas al vacio (<100 mm Hg) sobre filtros de
membrana de policarbonato de 25 mm de didmetro (con tamafio de poro de 2 um para
protistas y de 0,2 um para procariotas). Los filtros fueron lavados dos veces con agua

Milli-Q, secados al aire y almacenados a -20 °C hasta su procesamiento.

Previo a la hibridacion, los filtros fueron sumergidos en una solucion de agarosa al 0.1-
0.4 % a una temperatura de 35-40 °C, para proteger y evitar la perdida de células
durante el resto del procedimiento. A continuacion, los filtros fueron incubados a 37 °C
durante una hora en una solucién fresca de lisozima y durante 30 min en una solucién
de acromopetidasa con el fin de permeabilizar las paredes celulares tanto de las
procariotas como de los protistas. Seguido de esto, los filtro fueron puestos en HC1 0,01
M para desactivar posibles actividades de peroxidas enddgenas y en etanol al 50, 80 y
100 % para deshidratar la muestra. Los filtros fueron hibridados a 35 °C durante cuatro
horas con cuatro sondas oligonucleotidas diferentes (tabla 1), que fueron agregadas en
cada caso a una concentracion final de 50 ng pl”'. Después de la hibridacién los filtros
fueron transferidos a un tampon de lavado calentado previamente, durante 10 min a 37

°C. Posteriormente los filtros fueron incubados en PBS (Phosphate buffered saline)
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durante 15 min a temperatura ambiente, lavados con agua Milli-Q, y la sefal fue
amplificada con una incubacidon en una mezcla de tampon de amplificacion y tiramida-
Alexa-Fluor 488 durante 15 min a 42 °C en condiciones de oscuridad. La composicién
de los diferentes tampones se pueden encontrar en Medina-Sanchez et al. (2005).
Finalmente, los filtros fueron lavados en PBS durante 15 min, etanol al 96 % durante un
minuto y contrastados con una solucion de DAPI (4',6 -diamidino-2-phenylindole; 1 pg
ml™ concentracion final). Los filtros fueron montados sobre portaobjetos con la ayuda

de una gota de Citifluor (Citifluor AF1) y almacenados a -20 °C hasta su contaje.

Tabla 1. Sondas oligonucleétidas usadas en este estudio.

Probe Specificity Sequence (5-37) ° %FA* | Reference

Arch-915 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 40 (Medina-Sanchez et al., 2005)
CF319a Citofaga-Flavobacterium TGGTCCGTGTCTCAGTAC 55 (Ishii et al., 2004)

HGC69A Actinobacteria TATAGTTACCACCGCCGT 30 (Warnecke et al., 2005)
Bet42a Betaproteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT 55 (Warnecke et al., 2005)

*FA: Concentracion de formamida en el tamp6n de hibridacion

2.1.2 Microesferas fluorescentes de latex (FLM)

Microesferas fluorescentes (Fluoresbrite® Yellow Green Microspheres, Polysciences
Inc.) de un tamafio de 0,75 um y con un espectro de excitacion maxima a 441 nm y de
emision maxima a 485 nm, fueron utilizadas como presas artificiales para evaluar la
actividad fagotrofica en diferentes especies de protistas mixotréficos. Este tamafio fue
seleccionado por ser el tamafio medio de los procariotas tanto en condiciones de cultivo
como en el medio natural. La soluciéon de microesferas, fue preparada en dilucion con
agua Milli-Q en una proporcién de 1:1000, y almacenada en condiciones de oscuridad a
una temperatura de 4 °C. Para establecer la concentracion exacta de microesferas
necesarias en los experimentos, una cantidad conocida de muestra y de solucién de
microesferas fue filtrada sobre membranas de policarbonato con un tamafio de poro de
0,2 um y se realizaron conteos tanto del nimero de procariotas tefiidas con DAPI (1 pg
ml™" concentracién final) como de microesferas en la solucion de trabajo. De esta

manera, en todos los experimentos, la cantidad agregada de microesferas fue siempre
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aproximadamente el 10% del total de procariotas contadas por DAPI. Previo a la
adicion de las microesferas en la muestra, estas fueron sonicadas suavemente para evitar
la formacién de agregados que dificultaran la ingestion por parte de los protistas. Una
vez afiadidas las microesferas en la concentracion correcta, las muestras se dejaron en
incubacion durante un tiempo previamente establecido. La estimacion de este tiempo se
realiz6 a partir de experimentos previos en cada muestra, donde un niumero conocido de
microesferas fue adicionado y se realizaron mediciones de la ingestion de particulas a
los 0, 5, 10, 20, 30 y 60 min. El momento en que se obtuvo mayor ingestion de
particulas fue tomado como el tiempo Optimo de incubacion. Posteriormente a la
incubacidn, las muestras se fijaron por el método LFT. Después de una hora de fijacion
a temperatura ambiente, se contrastaron con DAPI (1 pg ml™' concentracion final) y se
filtraron al vacio (<100 mm Hg) sobre filtros de membrana de policarbonato de 25 mm
de didmetro con tamafio de poro de 2 um para protistas y de 0,2 um para procariotas y
microesferas. Finalmente los filtros fueron puestos sobre portaobjetos con la ayuda de

una gota de Citifluor (Citifluor AF1) y almacenados a -20°C hasta su contaje.

2.2 Calibracidn del contenido vacuolar como tasas de ingestion

2.2.1 Organismos y condiciones de cultivo

Se utilizaron cinco especies de protistas mixotroficos (figura 4) para comparar entre los
dos métodos de medicion de la actividad fagotrofica. Dos especies de Cryptophyta:
Cryptomonas ovata (cepa SAG979-3) y Chroomonas sp. (cepa SAG980-1), y la
Chrysophyta Ochromonas tuberculata (cepa CCAP979/64) fueron obtenidas de la
coleccion de cultivos de microalgas del SAG (Sammlung von Algenkulturen der
Universitit Gottingen) y del CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa). Por otro
lado, dos especies de Cryptophyta (Cryptomonas spl. y Cryptomonas sp2.) fueron
obtenidas de una muestra natural tomada en el lago Cisé (2°45'05"E y 42°07'35"N),

ubicado cerca de I’Estany de Banyoles en Girona.

Las especies de cultivos crecieron previamente durante meses en un medio enriquecido
(Desmidiacean Medium MiEB12) y condiciones de luz y temperatura controlada (ciclos

de luz y oscuridad de 12:12 y temperatura de 20 °C). La muestra del lago Cisd fue
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obtenida en la mafiana previa al inicio del experimento y prefiltrada a través de una
malla de nylon de 50 pm con el objetivo de remover los depredadores mas grandes.
Posteriormente, la muestra fue puesta en botellas de 2 litros y colocada en una camara
de incubacién bajo las mismas condiciones de luz y temperatura que las especies de

cultivo.

2.2.2 Disefio experimental

En la figura 5 se puede observar un esquema del disefio experimental utilizado en la
comparacion de métodos. Las mediciones de la actividad fagotrofica fueron hechas en
intervalos de cuatro horas durante 24 horas. Tanto la muestra natural como los cultivos
fueron mantenidos en condiciones de ciclos de luz-oscuridad de 12:12 y temperatura de
20 °C durante todo el experimento. Alicuotas de 40 ml de la muestra del Cisé y de 12
ml para los cultivos fueron tomadas en cada intervalo de tiempo. Las muestras para
CARD-FISH fueron fijadas, filtradas y almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.
La hibridacion se realizé con la sonda BET42a (Biomers.net, Alemania) especifica para
el grupo de Betaproteobacteria, abundante tanto en los cultivos como en el lago Cis6
(entre el 16 y el 35 % del total de células contadas por DAPI). En las alicuotas para
microesferas, estas fueron agregadas en una concentracion del 10% con respecto al total
de procariotas presentes en cada muestra, y dejadas en incubacion durante 1 hora para la
muestra del Cis6 y 10 min para los cultivos. Estos tiempos fueron estimados
previamente como los necesarios para observar la mayor ingestion de microesferas y
evitar la posible expulsion de éstas. Posteriormente las muestras fueron tratadas como se
describen en los apartados 2.1.1 y 2.1.2. Tanto para microesferas como para CARD-

FISH las mediciones se realizaron por triplicado.
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Figura 4. Algunos de los principales protistas mixotréficos estudiados. A) Cryptomonas ovata (cepa
SAG979-3), B) Chroomonas sp. (cepa SAG980-1), C) Ochromonas tuberculata (cepa CCAP979/64), D)
Cryptomonas sp.1, E) Cryptomonas sp.2
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Figura 5. Disefio experimental planteado para comparar la actividad fagotrofica con dos métodos de
andlisis celular.

Los filtros fueron observados bajo un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio
Imager con una ldmpara X-Cite 120, un set de filtros apropiados para DAPI (Zeiss filter
set 01, BP365/12 FT396 LP397) y Alexa-Fluor 488 (Zeiss filter sets 09, BP450-490
FT510 LP515, o 24 DBP485/20 DFT500/600 BP515-540 + LP610) y una camara
acoplada AxioCamMrm con un software de adquisicion de imagen AxioVision para PC.
Para los procariotas, un minimo de 500 células fueron contadas en un numero de
campos visuales conocidos, siempre cuantificando el niimero de microesferas o de
células que ademas fueron hibridadas por la sonda de Betaproteobacteria en el caso de
los filtros de CARD-FISH. Asi mismo para los protistas, un minimo de 100 individuos
de cada especie fueron contados, cuantificando siempre el nimero de microesferas o

bacterias hibridadas que presentaban en su interior (contenido de la vacuola).
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Las tasas de filtraciéon e ingestion en el método de microesferas fue calculada de

acuerdo a (Urabe et al., 1999) de la siguiente manera:

IR:CRX(B+F)
Cr= N/Fx60/t

Donde I es tasa de ingestion (presas célula” h™), Cy es tasa de filtracién (nl célula™ h”
1, B y F son la concentracién de bacterias y microesferas de la muestra (por nl), N es el

nimero de microesferas ingeridas por protista y t es el tiempo de incubacion (minutos).

2.2.3 Analisis estadistico
Se realizaron ANOVAs de una via para probar estadisticamente las diferencias en la
actividad fagotréfica en condiciones de luz y oscuridad para cada una de las especies y

con ambas técnicas usadas, se empled el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 20.

2.3 Actividad fagotrdéfica en un lago de alta montafia a lo largo del dia

2.3.1 Area de estudio y obtencion de muestras

El Estany Redon (42°38°N, 0°46’E) es un lago oligotréfico de alta montana, localizado a
2240 m sobre el nivel del mar en la Val d’Aran (Pirineos centrales) (figura 6). Tiene un
area superficial de 24 ha, una profundidad maxima de 73 m, y una profundidad media
de 32 m. Se trata de un lago dimictico que permanece cubierto de hielo y nieve unos 6
meses al afio y tiene un periodo de renovacion promedio de 4 afios. Durante los
periodos libres de hielo, la entrada de radiacion solar es elevada a causa de la
transparencia del agua, presenta profundidades del disco Secchi que arriban hasta los 20
m. Este lago ha sido ampliamente estudiado y una descripciéon mds detallada de sus

caracteristicas puede encontrarse en Catalan (1988,1989, 1992) y Felip (1997).

El lago fue muestreado a principios de agosto del 2004 durante el periodo de
estratificacion estival. Muestras integradas desde los 0 m hasta los 60 m fueron tomadas

desde el punto de maxima profundidad, en cuatro momentos diferentes a los largo de un
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dia (24 h, 07 h, 11 h y 14 h). Las muestras fueron prefiltradas a través de una red de
tamafio de malla de 40 um para remover el zooplancton mas grande y se separaron en
dos submuestras, una fue fijada con Lugol alcalino al 0,5 % (v/v) para la posterior
caracterizacion de la comunidad fitoplanctonica en el microscopio invertido (Sournia
1978) la otra submuestra fue fijada con LFT y filtrada como se explicd anteriormente
para la realizacion del CARD-FISH (apartado 2.1.1). Todas las muestras fueron
tomadas por duplicado. Paralelamente, se realizaron perfiles de luz y temperatura, y se
obtuvieron muestras para la caracterizacion de la composicién quimica del agua de

acuerdo a los protocolos descritos por Felip et al. (1999).
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Figura 6. Mapa topografico (1:25000 (tomado del Institut Cartografic de Catalunya) y fotografia
del Estany Redon (tomado de http://www.lacsdespyrenees.com/es/lac-1299-
Esthan%20Redon.html)

2.3.2 Medicién de la actividad fagotrdfica.

El protocolo de CARD-FISH explicado anteriormente (apartado 2.1.1), fue utilizado
para determinar los grupos microbianos presentes en las muestras, asi como la ingestion
de bacterias y/o arqueas por parte de los protistas. Cuatro sondas oligonucleétidas (tabla

1) fueron usadas para la hibridacion de los filtros.

Los filtros fueron examinados a x1000 aumentos para bacterias, arqueas y los protistas
mas pequefios (<10 pm), y a x400 aumentos para los protistas mas grandes (>10 um),

bajo el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager. Para procariotas un minimo
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de 500 células fueron contadas para establecer su abundancia total (conteos de DAPI),
estableciendo siempre el nimero de células hibridadas en la respectiva sonda con el fin
de estimar la abundancia y el porcentaje de hibridacion del grupo marcado.
Adicionalmente, un minimo de 100 células de cada uno de los grupos marcados, fueron
medidas por medio del software de analisis de imagen AxioVision 4.8 para obtener el
tamafio caracteristico, el cual fue estimado como la raiz cuadrada del area. Por otra
parte, para los protistas la forma y tamafio de los cloroplastos observados por
autofluorescencia de la clorofila permitio la identificacion de los individuos hasta nivel
de género o especie cuando fue posible, y fueron contados hasta obtener un minimo de
100 individuos de la especie mas abundante. La observacion paralela de las muestras
por microscopia invertida, ayudo a la identificacion de los individuos observados por
fluorescencia. A cada individuo identificado y contado se le evaluo el nimero de presas
que presentaba en su interior (contenido de la vacuola alimenticia). Para su
cuantificacion se establecieron las siguientes categorias: categoria 1, individuos que no
presentaban células hibridadas en su interior; categoria 2, individuos que presentaban
entre una y cinco células hibridadas en su interior; categoria 3, individuos con seis a
diez células hibridadas en su interior, categoria 4, individuos con 11 a 20 células
hibridadas en su interior y, finalmente, categoria 5 aquellos individuos con mas de 20

células hibridadas en su interior.

Asi pues para cada especie de protista en cada momento del dia y para cada una de las

sondas utilizadas, se obtuvo un patrén de actividad fagotrofica concreto. Con el fin de

caracterizar dicho patréon se céalculo el promedio de ingestion ()_() y la desviacion

estandar (S) ponderados utilizando las siguientes formulas:

)_(ZZS:FI ><Xi/iFi
S:\/ Zﬁl X;(E-X)" 25: (E-1)
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Donde, F; es la frecuencia de individuos y Xi el contenido de presas asociado a cada una
de las categorias de ingestion (i). El Valor de Xi se establecido como la media entre el

contenido minimo y el contenido promedio de la clase de ingestion.

2.3.3. Analisis Estadistico

ANOVAs de una y dos vias, fueron realizadas para analizar los cambios temporales de
la composicion del bacterioplancton. Para analizar los cambios en el tiempo de la
actividad fagotrofica se utilizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis con el
paquete estadistico STATISCA 7.1 (StatSoft, Inc). Por otra parte, ANOV As basadas en
permutaciones con el software PERMANOVA 1.0.1 (Primer-E), debido a que los datos
carecian de normalidad y homocedasticidad, fueron usadas para determinar el efecto del

tiempo y tipo de presa (grupo de procariota) sobre la ingestion de cada especie.

2.4 Variabilidad de la actividad fagotrofica entre lagos de montafia.

2.4.1 Area de estudio
Un gradiente altitudinal de 20 lagos con caracteristicas fisico-quimicas y morfologicas
diferentes de los Pirineos Centrales fue seleccionado para este estudio. Algunas de las

caracteristicas asi como su ubicacion se presentan en la tabla 2.

2.4.2 Toma y analisis de muestras

Durante 10 dias del mes de Julio de 2008 los diferentes lagos fueron muestreados.
Después de ubicar el punto de mayor profundidad, se realizaron medidas del disco de
Secchi y perfiles de temperatura para caracterizar la estructura fisica de la columna de
agua. Posteriormente, con ayuda de una botella Rutner, se tom6 una muestra a 1,5 veces
la profundidad del disco de Secchi que corresponde con la localizacion del maximo
profundo de clorofila estival (Deep chlorophyll maximum DCM). En caso de lagos
someros donde dicha profundidad superaba la del fondo, la muestra fue tomada entre 1-
2 m por encima de este. En el caso de la Bassa d’Oles y la Bassa Nera no fue posible
obtener la muestra del DCM, por lo cual se obtuvieron a 1 m por debajo de la superficie.
De esta muestra se tomaron submuestras para la caracterizacion de la composicion

quimica, de la comunidad fitoplanctonica y de la actividad mixotrofica de esta.
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2.4.3 Parametros quimicos

Con la muestra tomada para la quimica general, se realizaron medidas de conductividad
y alcalinidad por titulacion acidométrica. Los aniones (SO4>, NO3™ i CI") y cationes
(Ca™", Mg®", Na", K") mayoritarios fueron medidos por electroforesis capilar, y el
amonio (NH4") por espectrofotometria con el método del indofenol (Fresenius et al.,
1988). El fosforo total (TP) se obtuvo por digestion oxidativa con persulfato seguido de
espectrofotometria con el método del verde de malaquita (Camarero 1994). El nitrégeno
disuelto (TDN) por digestion oxidativa con persulfato a la autoclave, y la
determinacion de nitratos (NOj3") por espectrofotometria de radiacion UV (Slanina et
al., 1976) y nitritos (NO,") con el método de la sulfanilamida y naftil-etilen-diamida
(Grasshoff et al., 1983). Los silicatos (DRSi) fueron determinados por el método
Koroleff (A.P.H.A. et al., 1992). Por su lado, el carbono organico disuelto y el total
(DOC y TOC) se determinaron por medio de un analizador Shimadzu TOC5000.
Finalmente la determinacion de pigmentos se realizo por extraccion con acetona al 90%,
mediciones del espectro de absorbancia y los calculos de la concentracion de clorofila a
(Chla), clorofila b (Chlb) y clorofila ¢ (Chlc) con las formulas de Jeffrey and Humphrey
(1975). Las abundancias relativas de feopigmentos y carotenoides con relacion a la
clorofila se estimaron mediante los cocientes de las absorbancias Absssz/Abssz y

Absa72/Absess respectivamente.

2.4.4 Actividad fagotréfica

La muestra obtenida en cada lago fue dividida en dos submuestras, la primera fue fijada
con Lugol alcalino al 0,5 % (v/v) para la posterior caracterizacion de la comunidad
fitoplanctdnica en el microscopio invertido (Sournia 1978). La segunda submuestras fue
fijada con LFT y filtrada como se explico en el apartado 2.1.1, para posteriormente
realizar el CARD-FISH. Cuatro sondas oligonucleotidas (indicadas en la tabla 1) fueron

utilizadas para la hibridacion de los filtros.
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Los filtros fueron examinados x1000 aumentos para bacteria, arqueas y los protistas
mas pequefios (<10 um), y a x630 aumentos para los protistas mas grandes (>10 pum)
bajo el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager. Un minimo de 500 células
para procariotas fueron contadas para establecer su abundancia (conteos de DAPI) y
paralelamente se establecié el nimero de células hibridadas en cada una de las sondas
utilizadas. Adicionalmente, un minimo de 100 células de cada uno de los grupos
marcados, fueron medidas por medio del software de analisis de imagen AxioVision 4.8
con el fin obtener el tamafio caracteristico, el cual fue estimado como la raiz cuadrada
del 4rea. Observaciones paralelas de las muestras por epifluorescencia y por
microscopia invertida fueron realizadas para la identificacion de la comunidad
fitoplancténica. Para establecer la abundancia de cada grupo se contaron células hasta
un minimo de 100 de la especie mas abundante. Adicionalmente para cada célula
contada e identificada el numero de procariotas que presentaban en su interior fue
cuantificado (contenido de la vacuola alimenticia). Se establecieron 10 categorias de
ingestion y se calculo el promedio de ingestion ()_() y la desviacion estandar (S)

ponderados como se explico en el apartado 2.3.2.

2.45 Analisis estadistico

Los factores que condicionan la actividad fagotrofica de los protistas y el
comportamiento selectivo sobre distintos tipos de presas se estudiaron mediante
modelos lineales mixtos (Zuur et al., 2009) , que consideran tanto factores d efectos

fijos como de efectos aleatorios. Para ello se utilizo el paquete estadistico S-PLUS 6.1.
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Tabla 2. Lagos seleccionados para el presente estudio. (Los mapas son tomados del Institut Cartografic de
Catalunya y del Sistema de Informacion Territorial de Aragon). Fotografias tomadas de Joseph M Gasol,
Jean Christophe Auguet, Hugo Sarmiento y google.com
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3. Resultados

3.1 Patrones luz/oscuridad de la actividad fagotroéfica

Las concentraciones promedio de procariotas (conteos de DAPI), Betaproteobacteria y
protistas tanto para el lago Cisd, como para los diferentes cultivos, se encuentran
registradas en la tabla 3. Tanto para procariotas como para protistas, el lago Ciso
presenté menor abundancia con respecto a los cultivos. De estos ultimos, el cultivo de
Chroomonas sp. presentd la mayor cantidad de bacterias mientras que el de O.

tuberculata la menor.

Todas las especies presentaron ingestion de microesferas y se observaron bacterias
hibridadas en su interior (figura 7). Las tasas estimadas de ingestion promedio
encontradas en las especies de cultivo estuvieron dentro del rango de 0.3 y 20
procariotas protista’ h”' siendo C. ovata y Chroomonas sp. las mas activas. En la
muestra del Cisé la actividad fue mas baja y las tasas de ingestion promedio
encontradas estuvieron entre 0.3 y 2.8 procariotas protista”’ h™' (figura 8 y 9). Por otro
lado, el contenido en las vacuolas alimenticias estuvo en el rango de 0,04 a 2 procariotas
protista™ en el caso de las especies en cultivo y entre 0.06 y 0.2 para las Cryptophyta del

Ciso (figura 8 y 9).

Tabla 3. Abundancia promedio de procariotas totales (conteos DAPI), procariotas hibridadas con la sonda
(Betaproteobacteria) y protistas en cada una de las muestras utilizadas en este estudio

6 -1 . .
Conteos DAPI (10° cel ml™) Betaproteobacteria Protistas
Muestra . 10° cel ml™! 10° cel ml™!
CARD-FISH Microesferas
., || Cryptomonas sp.1 4,38 +0,84 6,35+0,69 1,50 +£0,17 0,94 +0,17
Lago Ciso

Cryptomonas sp.2 438 + 0,84 6,35+0,69 1,50+ 0,17 1,75+ 0,36

C. ovata 84,86+ 11,72 44,70 + 12,98 16,3 +2,34 53,04 +£7,26
Cultivos Chroomonas sp. 152,47 + 8,18 122,83 +£13,49 41,7+834 116,20 +£20,78
O. tuberculata 12,40 +£2,22 9,24 + 1,24 3,70 £3,35 103,30 + 39,16
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Figura 7. Protistas mixotroficos con ingestion de bacterias (1) y microesferas (2): (A) C. ovata, (B)
Chroomonas sp., (C) O. tuberculata, (D) Cryptomonas sp.1 y (E) Cryptomonas sp.2
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Figura 8. Comparacion entre las tasas de ingestion y contenido de la vacuola alimenticia de las tres
especies de cultivo en condiciones de luz y oscuridad (*ANOVA P<0,05).
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Diferencias entre la actividad en condiciones de luz y oscuridad fueron observadas en
las diferentes especies y con los dos métodos. C. ovata exhibid una actividad levemente
mayor en condiciones de luz con respecto a la oscuridad, aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa con ninguna de las dos técnicas (figura 8). O. tuberculata
y Cryptomonas sp.1 y sp.2 asi mismo presentaron mayor actividad bajo condiciones de
luz, las diferencias son estadisticamente significativas para las tasas de ingestion
estimadas a partir de las microesferas (figura 8 y 9). Por su parte Chroomonas sp.
presentd un patrén opuesto con mayores actividades en oscuridad (figura 8), diferencias

que aparecen significativas con ambos métodos (ANOVA P< 0,05).
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Figura 9. Comparacion entre las tasas de ingestion y contenido de la vacuola alimenticia de las dos
Cryptophyta del Cis6 en condiciones de luz y oscuridad (*ANOVA P<0,05)
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3.2 Cambios temporales del comportamiento fagotrdéfico

Con el fin de caracterizar la variacion temporal de la actividad fagotrofica de las
especies, se calcularon las diferencias del contenido de vacuolas alimenticias obtenido
por CARD-FISH entre los consecutivos intervalos de tiempo y se compararon con el
promedio de las tasas de ingestion estimadas por la captura de microesferas (figuras 10,
11 y 12). De esta manera es posible evaluar los procesos de ingestion y digestion en
cada una de las especies. Tendencias negativas o positivas en las tasas de ingestion
indicarian mayor o menor captura de presas por parte de los flagelados, mientras que los
cambios en el contenido de las vacuolas indican el balance entre la ingestion y la
digestion de las presas en el intervalo de tiempo concreto. Por ejemplo valores
negativos en la diferencia del contenido de las vacuolas revelan una mayor importancia
de los procesos digestivos (tasa de digestion mayor que la tasa de ingestion) en ese

tiempo concreto.

Las especies presentaron comportamientos diferentes: C. ovata present6 una tendencia
positiva de ingestion en el periodo de cambio entre oscuridad y luz que se alarga
durante la primera parte del ciclo de luz (figura 10). Asi mismo, presentd dos valores
negativos en el cambio del contenido de las vacuolas en momentos de oscuridad
indicando un dominio de los procesos digestivos. O. tuberculata por su parte, presentd
una tendencia de aumento en la captura de presas similar a C. ovata pero un solo
momento, en el periodo intermedio de oscuridad, donde el balance ingestion-digestion
fue negativo (figura 10). Chroomonas sp. tendié a aumentar la captura de presas durante
la primera mitad del periodo de oscuridad y luego disminuyd hasta el final del
experimento. Asi mismo, presentd tres momentos en que el balance ingestion-digestion
se inclind hacia la digestion, uno en el periodo de oscuridad, otro en el cambio de

oscuridad a luz y el ultimo bajo condiciones de luz (figura 11).
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En las especies del Cisé se observo una tendencia positiva de la ingestion en el intervalo
de cambio entre oscuridad y luz, sin embargo, las dos especies difirieron en su actividad
digestiva. La Cryptomonas sp.1 presenté dos momentos de mayor digestion: uno en
condiciones de oscuridad y otro en momentos de luz, mientras que Cryptomonas sp.2

presento tres, dos de ellos en oscuridad y uno en condiciones de luz (figura 12).
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Figura 11. Comparacion entre los cambios en el contenido de la vacuola alimenticia y la
tasa de ingestion promedio en los diferentes intervalos de tiempo para Chroomonas sp.. La
franja negra en el eje superior indica el periodo de oscuridad.

Finalmente, considerando todas las especies y tiempos, se relacioné el contenido de las
vacuolas alimenticias y las tasas de ingestion (figura 13). De esta forma, a partir de la
pendiente de la regresion se estimo6 las tasas de digestion y el tiempo de vida media de
una bacteria en el interior de una vacuola digestiva. Asi, la tasa de digestion general
para todas las especies en su conjunto fue de 8,7 + 0,8 procariotas protista’ h™' que
equivaldria a un tiempo de vida media aproximado de 7 min. Igualmente, se evalu6 por
separado la tasa de digestion para las especies con tamafios mayores a 10 um (C. ovata,
Cryptomonas spl. y O. tuberculata) y la de especies menores a este tamafio
(Chroomonas sp. y Cryptomonas sp2.). Las tasas de digestion estimadas fueron de 5,6 +
0,7 procariotas protista’ h™' que representaria una vida media de la presa en el interior
del depredador de 10 min para las especies de mayor tamano. Mientras que para las
especies pequefas la tasa de digestion estimada fue mayor (11,8 + 0,9 procariotas

protista” h™") requiriendo un tiempo de 5 min para digerir una bacteria. Las diferencias
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entre las rectas de regresion obtenidas para las especies grandes y para las pequefias son

estadisticamente significativas (F = 19,72; P<0,05).
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tasa de ingestion promedio en los diferentes intervalos de tiempo para las Cryptophyta
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39 Estudio del comportamiento fagotrofico del fitoplancton

47 25
e Y =11.7789x -0.4567
- o 2 _
'55 . R*=0.9323
f’:’ 20 A .
o // ® Y =8.6892x+0.1379
o / “R2_
" ° ~ RS=0.7554
© 7 7
B 151 s © 7
2 / /4
= °
© 7 7 °
o e -~
L 10 A // s _ — 7 Y=55747x +0.7607
c o 7/ 7 °_-~ R?=0.7416
g 7 7 ,/’
n 7,7 _-"e
3] 7.7 -~
o 5 s - o
£ ,///’ °
(3} £
go) ‘/
© -
n q «»
g O °
[ T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Contenido Vacuola Alimenticia (Procariotas Protista™
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respectivamente: todas las especies a la vez (negra); valores para las especies mayores 10pum (verde) y
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4. Discusion

La importancia de la actividad fagotrofica ha sido estudiada en diversas especies
mixotroficas. Tasas de ingestion han sido reportadas tanto para especies de cultivo
como en sistemas naturales, en rangos que pueden variar de muy poca actividad (0,01
procariotas protista’ h™) hasta actividades mucho mas altas, que pueden alcanzar
valores de 63 a 89 procariotas protista’ h™ (Bird and Kalff 1989, Sanders et al., 1990,
Marshall and Laybourn-Parry 2002). En el presente estudio se obtuvieron tasas de
ingestion que se encuentran dentro de estos rangos, sin embargo, entre las especies se
observaron claras diferencias: las dos Cryptophyta procedentes de cultivos presentaron

mayores tasas de ingestion que las especies procedentes del lago. O. tuberculata exhibio
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bajas tasas de ingestion comparada con las otras especies de cultivo, aunque similares a
las encontradas por Porter (1988) para ésta misma especie (0,83 procariotas protista” h”
", v a las reportadas para otras especies del genero Ochromonas (Porter 1988, Palsson
et al., 2005, Shannon et al., 2007).

Estudios que evaluan el contenido de las vacuolas alimenticias han sido realizados
especialmente en ciliados y flagelados heterotroficos (Capriulo and Degnan 1991,
Boenigk et al., 2001a, Li et al., 2001, Jezbera et al., 2005), sin embargo, en estos se
evalta la ingestion de presas grandes, especialmente microalgas, que son relativamente
faciles de distinguir dentro de una vacuola gracias a la autoflorescencia de la clorofila.
Jezbera et al. (2005) utilizo el método del FISH para evaluar la composicion de las
vacuolas alimenticias de dos especies de flagelados heterotroficos y un ciliado,
encontrando ingestiones de 1,3 a 3,5 bacterias protista” para los primeros y de 21 a 23
bacterias protista” para el segundo. En el presente estudio por medio del método del
CARD-FISH se obtuvieron valores similares a los reportados para los flagelados
especialmente en la especies con mayor actividad como fueron C. ovata o Chroomonas
sp. Es de destacar, que hasta el momento, este es el primer trabajo que cuantifica el
nimero de presas procariotas presentes en las vacuolas alimenticias de flagelados

mixotroficos.

Las tasas de ingestion de bacterias asi como el contenido de bacterias de las vacuolas
alimenticias presentaron diferenciasen funcion de la disponibilidad de luz (figura 8 y 9).
De las cinco especies estudiadas cuatro presentaron mayores actividades bajo
condiciones de luz mientras que Chroomonas sp. lo hizo en momentos de oscuridad. El
efecto de la luz sobre la actividad fagotrofica en diferentes protistas ha sido
documentado tanto en condiciones de cultivo (Porter 1988, Caron et al., 1993, Floder et
al., 2006) como en condiciones naturales (Urabe et al., 2000). Este efecto diverso de la
luz podria estar relacionado con la finalidad que cumple la fagotrofia en la especie
concreta es decir, de los beneficios que obtienen de la ingestion de presas. Asi, las
especies que mayor actividad presentaron en condiciones de luz, podrian estar
obteniendo nutrientes principales como nitrogeno o fosforo de sus presas, que les

permitiria equilibrar su estequiometria cuando fijan carbono por fotosintesis, en los



41 Estudio del comportamiento fagotrofico del fitoplancton

momentos de oscuridad, esta obtencién de carbono fotosintético cesaria, y por lo tanto,
no seria necesario mantener una actividad fagotrofica alta. Esto ha sido sugerido por
Urabe et al. (2000) que reportaron diferentes actividades durante el dia y la noche en
Cryptomonas ovata. En algunos estudios se ha visto que el estrés o la fotoinhibicion
producida por dosis muy elevadas de luz pueden comportar un aumento de la fagotrofia
en algunas especies (Medina-Sanchez et al., 2004). Sin embargo, es poco probable que
este sea el caso del presente estudio, puesto que las magnitudes referenciadas exceden

los niveles de luz en el que fueron mantenidos los sistemas de cultivo.

Chroomonas sp. que exhibido el comportamiento opuesto respecto a la luz, podria
utilizar la fagotrofia como una fuente adicional o principal de carbono en momentos en
que este no es aportado por la fotosintesis. Esto es sugerido por el aumento de la
concentracion de esta especie en los momentos de luz por lo cual es posible pensar que
mientras en la oscuridad utiliza la fagotrofia para obtener carbono y nutrientes, en
momentos de luz lleva acabo la division celular. Aunque quizés, la explicacion puede
estar ligada a la obtencién de productos bioquimicos importantes en determinadas

funciones fisioldgicas como se ha descrito en algunas especies (Boéchat et al., 2007).

La concentracion de las presas también ha sido propuesta como un factor que afecta las
tasas de ingestion de protistas fagotroficos (Porter 1988, Capriulo 1990). Un mayor
numero de presas, aumentaria la probabilidad de encuentro con el depredador y por lo
tanto una mayor posibilidad de ser capturada e ingerida. A pesar de que las abundancias
de presas y depredadores variaron entre los diferentes sistemas de cultivo y el lago Ciso
(tabla 3), la proporcion depredador-presa fue similar en todas (1:1000 aprox.) con
excepcion del cultivo de O. tuberculata (1:100 aprox.) en el cual la probabilidad de
encuentro entre el depredador y su presa podria ser menor y explicar su menor actividad

fagotrdfica con respecto a las otras especies de cultivo.

La actividad fagotrofica de los protistas mixotréficos asi como su impacto sobre las
comunidades bacterianas generalmente se ha enfocado en el proceso de ingestion,
principalmente por las limitaciones metodologicas que conlleva la utilizacion de presas

inertes que pueden ser rapidamente expulsadas por los organismos (Boenigk et al.,
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2001a, b). De esta manera, los procesos digestivos asi como las tasas a las que ocurren
son poco conocidas. La comparacién entre la ingestion de presas artificiales y los
contenidos de las vacuolas alimenticias marcados con CARD-FISH ha permitido

evaluar la digestion y estimar las tasas en que ocurren para las diferentes especies.

Las diferencias entre las tasas de ingestion y los contenidos de la vacuola permiten
inferir diferencias en el comportamiento de las diferentes especies estudiadas. Las
Cryptophyta pequenas (Chroomonas sp. y Cryptomonas sp.2) parecen digerir
inmediatamente las presas una vez son ingeridas, lo cual lleva a que menos presas sean
observadas en las vacuolas a pesar que sus tasa de ingestion permanezcan altas como en
el caso de Chroomonas sp. (figura 11). Por el otro las Cryptophyta grandes y la
Chrysophyta O. tuberculata parecen tener un comportamiento contrario, almacenando o
reteniendo por mas tiempo las presas ingeridas en sus vacuolas antes de ser digeridas, lo
cual conlleva a que la probabilidad de encontrar presas en su interior en un momento

especifico sea mayor.

Estas diferencias entre especies fueron observadas ademas en las tasas de digestion
estimadas. Estas tasas y los tiempos de vida media de una bacteria en la vacuola
alimenticia son bajos comparados con aquellos reportados para otros protistas,
especialmente ciliados (Nilsson 1977, Fok et al., 1982, Sherr et al., 1988, Capriulo and
Degnan 1991, Boenigk et al., 2001a). Sin embargo son similares a los reportados por
Boenigk et al. (2001a) para flagelados heterotroficos. La digestion puede ser
influenciada por la temperatura (Sherr et al., 1988, Capriulo and Degnan 1991, Dolan
and Coats 1991), estado fisiologico del protista (Shannon et al., 2007), asi como la
composicion y digestibilidad de la presa (Gonzalez et al., 1993, Boenigk et al., 2001a,
b). De estos factores, el mas importante parece ser la temperatura debido a la actividad
enzimatica que requiere el proceso de digestion (Sherr et al., 1988, Capriulo 1990). En
el presente estudio todas las mediciones se realizaron a la misma temperatura (20 °C), lo
que sugiere que algin otro u otros factores adicionales son los responsables de las

diferencias entre especies observadas.
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Los resultados del presente trabajo muestran que el tamafio de los flagelados es un
factor importante que influye sobre la tasa de digestion. Un flagelado pequeiio, tendria
una menor volumen para ser ocupado por vacuolas alimenticias y podrian acumular
menor cantidad de presas en su interior, por lo cual, la velocidad en que una vacuola
llena es vaciada y disponible para ser reutilizada o degradada liberando el espacio para
la formacion de nuevas, podria ser crucial en la optimizacion de la actividad fagotréfica.
Por el contrario, aquellos flagelados mayores, podrian tener un mayor nimero de
vacuolas o vacuolas de mayor tamafio y por lo tanto el tiempo en que las presas
permanecen en éstas podria ser mayor, implicando tasas de digestion menores. Un
efecto indirecto similar del tamafio de los flagelados sobre la digestion es reportado por
Gonzalez et al. (1993), quien encontré6 que flagelados alimentados con bacterias
limitadas por recursos presentaban un mayor biovolumen y digerian a una menor
velocidad que aquellos de menor tamafio alimentados con presas en estado de

crecimiento exponencial que digerian a mayor velocidad.

La similitud de los resultados obtenidos con la ingestion de microesferas y el contenido
de las vacuolas alimenticias marcadas con el CARD-FISH, sugiere que este ultimo
podria reflejar las tasas de ingestion por lo menos a escala de minutos, de esta forma
utilizando los valores de las tasas de digestion estimadas en este trabajo, diferenciadas
para especies pequefas (<10 um) y grandes (>10 pum), podrian ser utilizadas para
estimar las tasas de ingestion sin necesidad de utilizar presas artificiales. Asi mismo, las
diferencias observadas entre especies pequefias y grandes plantean la necesidad de tener
en cuenta el tamafio del depredador a la hora de realizar estimas de flujos de carbono y

nutrientes.






Capitulo 11

Actividad fagotroéfica en un lago de alta
montafa a lo largo del dia
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas del sistema

Las caracteristicas quimicas del Estany Redon durante el mes de agosto de 2004, se
encuentran sintetizadas en la tabla 4. La concentracion de fosforo total durante los
cuatro momentos de muestreo vari6 de 50 a 62 nat-g I, mientras que la fraccion
reactiva disuelta vario de 0 a 2,77 nat-g I"'. El lago presentd una termoclina entre los 7 y
11 m de profundidad con temperaturas superficiales de 13-14 °C e inferiores a 6 °C a
partir de los 20 m. La zona fotica se extendié al menos hasta los 40 m, 10 % PAR a 20
my 1 % PAR a 40 m. La penetracion de la radiacion UV era elevada, a 12 m llegaba al

1 % del UVB mientras que esa misma proporcion de UVA llegaba casi a los 30 m.

Tabla 4. Parametros quimicos del Estany Redon en agosto de 2004.*

Parametro Promedio DS Minimo Maximo
pH 6,72 0,29 6,25 7,08
Alcalinidad (peq I™") 53,5 4,01 50 63
Conductividad (uS cm™) 11,17 0,32 10,9 11,8
Na* (neq ™) 12,24 1,61 8,64 14,11
K" (ueq ™) 1,94 0,68 0,83 3,05
Ca," (neq 1™ 77,08 3,84 72,82 83,12
Mg, (peq1™) 6,91 0,66 53 7,75
CI (peq I 221,43 0,93 5,71 8,67
NO, (peq 1™ 0,08 0,04 0,02 0,14
NO;™ (neq ™) 10,33 0,75 9,47 11,61
NH." (peq 1) 0,77 0,36 0,36 1,42
SO04% (peq 1™ 22,37 1,57 20,34 25,58
DIC (mg C 1" 0,95 0,23 0,76 1,44
DOC (mg C 1) 0,42 0,11 0,26 0,58
DRSi (pat-g1™) 10,08 1,47 8,41 12,84
PC (pat-g 1™ 9,59 2,36 5,93 12,57
PN (pat-g I'") 1,27 0,31 0,79 1,67
PP (nat-g P I'") 34,74 5.6 25,46 41,58
TDP (nat-g P I'") 23,46 10,64 10,82 44,86

*PC, carbono particulado; PN, nitrogeno particulado; PP, fosforo particulado; DRSI, silicio disuelto reactivo.
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5.2 Comunidad de procariotas

La abundancia de procariotas estimada a partir del promedio de conteos de DAPI para
todas las sondas en las diferentes horas de muestreo oscild entre 3,5 x 10° + 5,1 x 10* y
52 x 10>+ 7,6 x 10* cel ml™, presentando diferencias significativas en el tiempo (figura
14) (ANOVA P<0,05). Las mayores abundancias se observaron durante la noche y
madrugada y disminuyeron en horas de manana y tarde. El total de células hibridadas
oscilo entre 9,8 x 10* + 2,1x 104y 2,0x 10° = 1,1 x 10° cel ml, que corresponde a un
porcentaje de hibridacion entre el 27-37 %, el cual no mostréd diferencias significativas

en el tiempo (ANOVA P>0,05).
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Figura 14. Promedio de conteos de DAPI (azul) y numero de células hibridadas (todas las sondas, rojo)
en los cuatro tiempos.

Con respecto a la composicion de la comunidad de procariotas, el grupo de las
Betaproteobacteria (Betap) mostré las mayores abundancias, representando entre el
12,40 £ 3,27 % y el 20,16 = 8,79 % del total de conteos de DAPI, con excepcion de la
tarde (14 h), momento en el cual el grupo de Actinobacteria (Actino) fue mas importante

(figura 15). Las Citofaga-Flavobacterium (Cito-Fla) representaron entre un 4,00 + 2,03
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% y un 7,20 + 4,54 % y finalmente Archaea promediaron entre un 3,22 + 2,79 % y un
15,57 £ 2,69 %. Tanto las diferencias de la abundancia de los grupos y su variacion en
el tiempo fueron estadisticamente significativas (ANOVA P<0,05), indicando una
variacion en la composicion de la comunidad de procariotas de la columna de agua a lo

largo del dia.
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Figura 15. Composicion de la comunidad de procariotas en los cuatro diferentes tiempos.

Con respecto al tamafo celular de los grupos de procariotas, las Actino fueron las mas
pequefias con tamafios caracteristicos menores a 0,7 um durante los cuatro momentos
del dia (figura 16) y su variacion durante el dia fue minima (figura 17). Los otros tres
grupos por su parte, presentaron rangos de tamafos mas amplios (entre 0,38 - 1,58 pm),
y con una clara variacion temporal en Archaea y Cito-Fla, las cuales presentaron células

mas grandes en horas de la noche que fueron disminuyendo a lo largo del dia.
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Frecuencia acumulada (%)
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Figura 16. Frecuencias acumuladas del tamafio caracteristico de los procariotas en los cuatro momentos
del dia.
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Figura 17. Frecuencias acumuladas del tamafio caracteristico de cada uno de los grupos de procariotas en
los cuatro momentos del dia.
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5.3 Comunidad fitoplanctonica

La comunidad de fitoplancton presente en el Estany Redon durante el estudio, estuvo
dominada por cuatro grupos taxondmicos que abarcaron 17 géneros diferentes, de los
cuales no todos pudieron ser identificados a nivel de especie. Las Chrysophyta fueron el
grupo que presentaron mayores abundancias, seguidas por las Dinophyta, las
Cryptophyta y finalmente las Chlorophyta. En 12 de los géneros se observo actividad
fagotrofica (tabla 5), de los cuales tres fueron seleccionadas para evaluar sus

comportamientos fagotroficos.

Tabla 5. Lista de las principales especies fitoplanctonicas presentes en el Estany Redon durante el periodo
de estudio, se indica su abundancia maxima y observacion de actividad fagotrofica.

Grupo Genero/Especie Abun((iifzic;il{?; xima Ingestion

Monoraphydium sp. 40 No

Oocystis borgeii 1 No

Chlorophyta  |Sphaerocystis schroeteri 11 No
Ankistrodesmus fusiformis 2 No
Pseudoquadrigula sp. 4 No

Chroomonas acuta 7 Si

Cryptophyta Cryptomonas marsonii 2 S%
Cryptomonas ovata 22 Si

Rhodomonas minuta 85 Si

Chrysococcus sp. 277 Si

Chromulina parvula 1162 Si

Chromulina sp. 417 Si

Chrysophyta  |Dinobryon cylindricum 120 Si
(Ochromonas sp. 1 134 Si

Ochromonas sp.2 101 No
Pseudokephyrion inflatum 1751 Si

\Wolozynskia sp. 1 Si

Amphidinium elenkinii 274 Si

Amphidinium sp.1 177 No

Dinophyta Gymnod?n?um sp.1 3 No
Gymnodinium sp.2 10 Si

Gymnodinium sp.3 1 No

Gymnodinium uberrimum 1 Si

Peridinium incospicuum 1 No

5.4 Patrones temporales de fagotrofia

Las Cryptophyta Cryptomonas ovata y Rhodomonas minuta y la Chrysophyta
Dinobryon cylindricum fueron seleccionadas para evaluar detalladamente la actividad
fagotrofica en los cuatro diferentes momentos del dia (figura 18). C. ovata presento

contenidos de vacuolas alimenticias promedio entre 2,9 + 3,3 y 4,1 £ 7,5 procariotas



52 Actividad fagotrofica en un lago

protista”, alcanzando su mayor actividad en las horas de la noche y madrugada,
disminuyendo durante el resto del dia (figura 19), esta diferencias fueron
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis P<0,05). El mismo patron fue observado
en D. cylindricum que en la madrugada presentd un mayor contenido promedio (1,5 +
4,9 procariotas protista’) y en la mafiana el menor (0,9 + 2,3 procariotas protista™)
(figura 19); sin embargo estas diferencias en D. cylindricum no fueron estadisticamente

significativas (Kruskal-Wallis P>0,05).

Figura 18. Imagenes por microscopia invertida (izquierda) y por epifluorescencia (derecha) de los tres
protistas mixotroficos seleccionados para evaluar la actividad fagotrofica en el Estany Redon: (A) C.
ovata, (B) R. minuta y (C) D. Cylindricum.
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Figura 19. Contenido de presas (promedio de todos los individuos) de
C. ovata y D. cylindricum en los cuatro momentos del dia.

Por otro lado, R. minuta presentd6 un comportamiento diferente con una alta actividad
fagotréfica muy variable: durante la noche present6 un contenido promedio de 2,8 + 3,8
procariotas protista”’, que disminuy6 en la madrugada e incrementd a lo largo de la
mafiana alcanzando el valor mas alto (4,5 + 5,9 procariotas protista’) a las 11h y
disminuyendo de nuevo durante las horas de la tarde (figura 20). Estas diferencia en el

tiempo fueron estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis P>0,05).
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Figura 20. Contenido de la vacuola promedio de todos los individuos de R. minuta encontrados en los
cuatro momentos del dia.

A partir de las velocidades de digestion obtenidas de la relacion del apartado 3.2 (ver
figura 13), se estimaron las tasas de ingestion de cada uno de los protistas en los
diferentes momentos del dia (tabla 6). Debido a que las velocidades de digestion del
apartado 3.2 fueron estimadas a una temperatura constante de 20 °C y la digestion varia
en funcidn de la temperatura, para realizar esta estimacion se asumié un Qo de 2 y una
temperatura de 5 °C, que puede tomarse como la temperatura promedio de las
profundidades donde suelen encontrarse los tres protistas seleccionados en este estudio.
De esta forma, C. ovata presento tasas de ingestion entre 5,5 y 7,6 procariotas protista’
'h". Por su parte, R. minuta exhibié tasas de ingestion entre 1,2 y 11 procariotas
protista’h™ y finalmente en D. cylindricum variaron entrel,7 y 2,9 procariotas protista

1h-1.
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Tabla 6. Tasas de ingestion estimadas a partir de las velocidades de digestion del apartado 3.2. Se
asumio una Qo =2 y una temperatura del agua de 5 °C.

Especie Tiempo Tasa de ingestion
(Procariotas Protista™ h™)
00h 7,65
07h 7,49
C. ovata 11h 6.05
15h 5,51
00h 11,09
. 07h 3,74
R. minuta 11h 17.60
15h 1,22
00h 2,67
N 07h 2,91
D. cylindricum 11h 176
15h 2,07

5.5 Patrones de seleccidn de presas

Para determinar si ademas de un patrén temporal de actividad fagotréfica, existia una
preferencia en el tipo de presas por parte de las distintas especies de protistas, se evaluo
la ingestion para cada uno de los grupos de procariotas marcados con las diferentes
sondas. C. ovata durante la noche presentd principalmente presas del grupo Betap
aunque en la madrugada y mafana fue especialmente importante la presencia de
Archaca (figura 21). Por otro lado, D. cylindricum ingiri6 principalmente Betap
especialmente en la noche y madrugada, aunque también exhibié presas de los demas
grupos en los diferentes momentos del dia (figura 21). Finalmente R. minuta mostré una
ingestion casi exclusiva del grupo Archeae excepto en la noche donde también presenta
presas del grupo Betap (figura 21). Para las tres especies, las diferencias entre las

sondas fueron estadisticamente significativas (ANOVA P<0,05).

Para analizar si las preferencias en la ingestion observadas eran debidas a un
comportamiento selectivo o no, se calculd un indice de selectividad (IS) de acuerdo con
la siguiente formula:

~ %CV, —%Proc,
' %CV, +%Proc,

Donde IS; es el indice de seleccion sobre el grupo de presas i, %CV; es la proporcion de
presas del grupo i ingeridas por el protista con respecto a la ingestion total y %Proc; es

la proporcion de presas del grupo i con respecto al total de células hibridadas de los
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cuatro grupos disponibles para ser depredadas. Asi, valores superiores o inferiores a
cero indican comportamientos selectivos tanto positivos (prefiere su ingestion) como
negativos (evita su ingestion) y un valor de cero seria un ingestion al azar o accidental.
De esta forma se pudo observar que el grupo Archaea fue seleccionado positivamente
por todas las especies mientras que Actino fue generalmente seleccionado
negativamente (figura 22). Dentro de las especies, R. minuta presentd el
comportamiento mas selectivo ingiriendo principalmente Archaea y evitando los otros
tres grupos (figura 22), mientras que C. ovata y D. cylindricum ingirieron

adicionalmente otros grupos de presas en momentos especificos.
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Figura 21. Cambios temporales de ingestion de C. ovata, D. cylindricum y
R. minuta y proporciones de los cuatro grupos de procariotas marcados.
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Figura 22. Valores del indice de seleccion observado en las tres especies de protistas, para cada uno de los
grupos de procariotas marcados y en los cuatro diferentes momentos del dia.

6. Discusion

La abundancia de la comunidad de procariotas en el Estany Redon fue similar a la
reportada previamente en el sistema (Felip 1997) y conforme a la de otros lagos de alta
montafia (Pernthaler et al., 1998, Medina-Sanchez et al., 2004, Wu et al., 2006). Por
otro lado, el nimero de células hibridadas con respecto al total obtenido por lo conteos

de DAPI (porcentaje de hibridacion) fueron similares a los encontrados por Felip et al.
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(2009) para el mismo sistema. Sin embargo, este porcentaje es bajo comparado con los
obtenidos en otros sistemas tanto continentales como marinos (Pernthaler et al., 2002,
Sekar et al., 2003, Ishii et al., 2004, Garneau et al., 2006, Pérez and Sommaruga 2007,
Wilhartitz et al., 2007). El nivel de hibridacion es afectado por el nimero de ribosomas
que presentan los procariotas y puede ser una medida indirecta de su estado fisiologico
y la actividad que presentan en el sistema (Oda et al., 2000). De esta forma es posible
que gran parte de los procariotas del Redon sean células inactivas o que presenten muy
bajo niimero de ribosomas como consecuencia de multiples factores estresantes, como
pueden ser la baja disponibilidad de nutrientes y los altos indices de radiacion. Sin
embargo, a pesar del bajo porcentaje de hibridacion obtenido, este no presentd
diferencias significativas en los cuatro momentos del dia, por lo tanto, los cambios o
patrones temporales no son derivados de una diferencia en la eficiencia de hibridacion

de la técnica.

La composicion de la comunidad de procariotas fue similar a la encontrada por otros
autores en sistemas de alta montafia. El grupo de las Betaproteobacteria ha sido
reportado en porcentajes del 16 al 50 % del total de células marcadas con DAPI, siendo
el grupo mas importante dentro de Eubacteria (Alfreider et al., 1996, Pernthaler et al.,
1998, Glockner et al., 1999, Wu et al., 2006, Pérez and Sommaruga 2007). Por su parte,
el grupo Actinobacteria puede representar entre el 27 y 32 % (Sekar et al., 2003, Pérez
and Sommaruga 2007) mientras que Citofaga-Flavobacterium alcanza entre 1 y 10 %
(Alfreider et al., 1996, Pernthaler et al., 1998, Glockner et al., 1999, Pérez and
Sommaruga 2007). Finalmente las arqueas pueden representar entre el 5y el 10 % del
total de células marcadas con DAPI (Pernthaler et al., 1998, Medina-Sanchez et al.,
2005, Catalan et al., 2006). El rango de tamafos celulares de las procariotas observadas
en este trabajo son similares a los reportados por otros autores para el mismo sistema

(Felip 1997) y para otros lagos de alta montafa (Salcher et al., 2010).

6.1 Variacion temporal de la actividad fagotrofica
Dos patrones temporales de la actividad fagotrofica fueron observados en las tres
especies seleccionadas. C. ovata y D. cylindricum presentaron una ligera mayor

actividad en horas de la noche con respecto al dia, mientras R. minuta mostr6é una mayor
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variabilidad con dos picos de actividad, uno menor a media noche y uno mayor a medio
dia (tabla 6). Diferentes efectos de la luz sobre la actividad fagotrofica han sido
reportados tanto en experimentacion de laboratorio como en observacion in situ. Mayor
actividad fagotrofica durante la noche ha sido observada en Dinobryon sp. (Bird and
Kalff 1987), y en el dinoflagelado Prorocentrum minimum (Stoecker et al., 1997),
mientras que el patron opuesto ha sido reportado para diferentes flagelados mixotroficos
entre ellos Cryptomonas spp. y Dinobryon spp (Urabe et al., 2000, Pélsson and Granéli
2003, Medina-Sanchez et al., 2004).

Diferentes estrategias nutricionales han sido identificadas en especies mixotréficas,
relacionadas con la finalidad de la actividad fagotrofica o fototrofica (Jones 1994,
2000). De esta forma, se pueden encontrar especies en las cuales su fuente principal de
carbono son las presas ingeridas y que complementan su crecimiento o mantenimiento
por medio de la fotosintesis o cuando las presas le son limitantes. Este podria ser el caso
de D. cylindricum que habitualmente se encuentra en la zona profunda del Estany
Redon, donde la cantidad de luz que llega es minima y podria ser limitante para un
crecimiento fotosintético. De esta forma aumentaria su actividad fagotréfica en horas de
la noche para obtener carbono y nutrientes y durante el dia reduciria ligeramente su
activad para realizar la fotosintesis y complementar sus requerimientos para el
crecimiento. Por su parte, C. ovata se puede encontrar en las zonas superficiales del
lago hasta los 20 m dentro de la zona fotica, donde la luz no seria un limitante para el
crecimiento autotrofico, esto implicaria que C. ovata tuviese una estrategia nutricional
diferente (grupo C segun las clasificacion de Jones (2000)) en la cual su modo
nutricional principal seria la fototrofia y su actividad fagotrofica le permitiria obtener
sustancias esenciales, como son nutrientes o vitaminas, para su crecimiento. Stoecker et
al. (1997) observo una mayor ingestion en P. minimum en horas de la noche, que fue
explicado como un mecanismo para obtener nitrégeno y fosforo que sera utilizado

durante las horas de la mafiana cuando el dinoflagelado realiza la fotosintesis.

Dentro de este grupo de mix6trofos que son principalmente fotdtrofos también podria
incluirse a R. minuta. El pequefio pico de actividad fagotrofica observado durante la

noche podria ser explicado de igual manera que en C. ovata; sin embargo, la mayor
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actividad observada en momentos del medio dia plantea la posibilidad de una estrategia
diferente o complementaria. Urabe et al. (2000) encontré que Cryptomonas sp. exhibio
una mayor ingestion en horas del dia y disminuy¢ durante la noche, lo cual fue atribuido
a una balanceo de la estequiometria para su crecimiento. Asi mismo, otros autores han
encontrado un mayor impacto de la bacterivoria de flagelados mixotroficos en lagos de
alta montafia durante horas del medio dia, lo cual ha sido explicado como una estrategia
adaptativa al estrés generado por las altas radiaciones solares que reciben estos sistemas
acuaticos (Medina-Sanchez et al., 2004, Felip et al., 2009). Asi, R. minuta podria
aumentar su ingestion en horas de la noche para obtener nutrientes o factores esenciales
que seran necesarios para su crecimiento fotosintéticos y por otro lado alcanzaria su
maxima actividad fagotrofica en horas del medio dia como respuesta al aumento de la
radiacion solar que puede inhibir la actividad fotosintética del fitoplancton (Callieri et

al., 2001), complementando asi la obtencion de carbono para su crecimiento.

Sin embargo, la radiacion también puede conllevar efectos adversos sobre la actividad
fagotrofica. Recientemente Bastidas Navarro et al. (2011) reportaron un efecto negativo
de la radiacién ultravioleta sobre la actividad fagotrofica en flagelados mixotroficos y
heterotréficos. Mayores tasas de ingestion fueron encontradas en especies mantenidas
exclusivamente bajo radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en comparacion con
aquellas mantenidas con radiacion ultravioleta (UV+PAR). Esta reduccion de ingestion
podria ser derivada de dos efectos: por un lado, un efecto directo sobre la célula
(alteracion de la morfologia o movilidad), y por otro lado, un efecto negativo indirecto
sobre la fotosintesis que reduciria los requerimientos de nutrientes obtenidos via
fagotrofia. En las especies analizadas en el presente estudio, especialmente R. minuta,
se observo una reduccion en el nimero de presas ingeridas durante las horas de la tarde
(15h) cuando la radiacion solar atn es alta, sin embargo, no es claro si esta disminucion

es atribuible a un efecto acumulado de la radiacion durante las horas del medio dia.

Por otro lado, las tasas de ingestion estimadas a partir del contenido de las vacuolas
alimenticias y las velocidades de digestion obtenidas en el primer capitulo de esta tesis
para las tres especies, fueron similares a las reportadas por otros autores tanto para

Chrysophyta como Cryptophyta (Caron et al., 1993, Urabe et al., 2000, Domaizon et
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al., 2003, Laybourn-Parry and Marshall 2003). De esta forma, asumiendo una Q1o de 2
para diferentes temperaturas, es posible obtener buenas estimaciones de la tasa de
ingestion a partir de los contenidos de las vacuolas obtenidas por CARD-FISH en

relacion al tamano celular de los depredadores.

6.2 Seleccidn de presas

En el presente trabajo fue claramente evidenciada una seleccion positiva sobre Archaea
en los tres protistas seleccionados, especialmente en R. minuta. A la actualidad, este es
el primer reporte de un patron selectivo sobre este grupo de procariotas por parte de
protistas fagotrdficos. La seleccion de las presas puede venir determinada por diferentes
pasos que incluyen: (1) la captura de la presa, que implica su busqueda, contacto y
posterior captura, (2) el procesamiento de la presa que involucra una ingestion y
posterior digestion generalmente dentro de una vacuola alimenticia y (3) finalmente el
beneficio en términos de nutriente o carbono que le puede aportar al depredador cada
tipo de presa. Asi mismo, diferentes parametros, ligados a las presas o al depredador
pueden afectar estos pasos y por lo tanto modificar los comportamientos selectivos de

los protistas (Roberts et al., 2011b).

El tamafio de las presas ha sido propuesto como un factor principal en el
comportamiento selectivo por parte de los protistas (Simek and Chrzanowski 1992,
Gonzalez et al., 1993, Salcher et al., 2005). En aquellos depredadores cuyo mecanismo
de captura es la intercepcion directa de la presa, como es el caso de los tres protistas del
Redon analizados, la seleccion por tamafios puede ser explicada por un simple modelo
geométrico en el cual las tasas de encuentro entre depredador y presa incrementa
proporcionalmente al radio de la presa (Fenchel 1982). Sin embargo, las Archaea
seleccionadas positivamente en el Estany Redon presentaron un rango de tamafio muy
similar a Betap y Cito-Fla, seleccionadas negativamente, por lo cual la probabilidad de
encuentro de estos tres grupos con los protistas es similar, sugiriendo asi, que otro u
otros factores diferentes al tamafio influyeron sobre la seleccion de este grupo. Cabe
destacar que las Actino presentaron tamafos mucho menores a los demas grupos y
adicionalmente fueron seleccionadas negativamente, por lo cual para este grupo, si es

posible que un reducido tamafo le represente una estrategia satisfactoria para evitar ser
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ingeridas, lo cual ademas, ha sido reportado por otros autores (Jezbera et al., 2005,
Jezbera et al., 2006). Asi mismo, es interesante observar que el impacto de la ingestion
de los protistas sobre las Archaea, pudo conllevar a una variacioén en la estructura de
tamafios de estas ultimas (figura 17), con células més pequenas en los momentos con

mayor presion predatoria.

La movilidad de las presas es otro factor que puede influir sobre su captura, ya que
aumenta la probabilidad de que presa y depredador entren en contacto. Gonzalez et al.
(1993) reportd que bacterias moviles son mayormente ingeridas que aquellas especies
no moviles. De igual forma, diferentes velocidades de las presas pueden implicar
diferentes capacidades de captura por parte de los protistas(Grossart et al., 2001, Matz
and Jirgens 2005). En muchas Archaea se ha observado movilidad generado por una
flagelo (Jarrell et al., 1996), que ademas difiere estructuralmente al flagelo de las
bacterias (Bardy et al., 2003). Es posible por lo tanto, que diferencias en la capacidad de
movilidad entre las arqueas y bacterias, propicien el patron de ingestion selectiva
observado. Sin embargo, es necesaria una mayor investigacion en este aspecto para

corroborar esta posibilidad.

Por otro lado, la interaccioén celular entre un protista fagotréfico y su presa desde un
sentido fisicoquimico, esta sujeta a fuerzas similares a aquellas que determinan la
agregacion coloidal entre superficies (Monger and Landry 1990), por lo tanto, la
adhesion entre células dependerd de la interaccion electrostatica e hidrofdbica entre el
depredador y presa. De este modo, diferencias en las propiedades fisicoquimicas de las
superficies celulares conduciria a diferencias tanto en el comportamiento selectivo de
los depredadores como en la vulnerabilidad de las presas. Monger et al. (1999), propone
que las tasas en que son removidas las bacterias en suspension por parte de los protistas
fagotroficos, podria variar hasta dos veces s6lo por la variacion natural de la
hidrofobicidad de la superficie celular. De igual forma, Hammer et al. (1999) reporta
una relacion positiva entre en la tasa de ingestion del dinoflagelado Oxyrrhis marina y
la carga electroestatica de las diferentes particulas dadas como presas. Es posible pensar
entonces, que una hidrofobicidad, o una carga electrostatica especifica en las arqueas,

podria explicar su mayor vulnerabilidad a ser capturadas por los protistas. Asi mismo,
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estas diferencias serian posibles, desde un punto de vista fisioloégico, ya que la
caracteristicas hidrofobicas y electroestaticas pueden estar directamente relacionadas
con el estatus nutricional de las células (Kjelleberg and Hermansson 1984, Martel

2009).

Después de que una presa es capturada, su ingestion y posterior digestion depende de la
interaccion entre las superficies celulares del depredador y su presa, asi como de la
digestibilidad de esta ultima. Por consiguiente, diferencias en la composicion de las
superficies celulares, asi como caracteristicas que faciliten, dificulten o impidan su
digestion, puede derivar en diferentes comportamientos selectivos por parte de los
protistas. Diferencias en la estructura lipidica de la membrana plasmatica, asi como, la
composicion proteica la pared celular entre bacterias y arqueas son bien conocidas.
Estas ultimas carecen de peptidoglicano en su pared celular y pueden presentar un
pseudopeptidoglicano como en el caso de algunas arqueas metandgenas (Madigan et al.,
2008), o bien, la pared celular puede ser una simple capa superficial paracristalina (capa
S) compuesta de proteinas o glicoproteinas (Beveridge et al., 1997, Madigan et al.,
2008). Estas diferencias estructurales entre bacterias y arqueas, he incluso entre los
diferentes grupos de cada dominio, pueden derivar en diferencias en su vulnerabilidad
ha ser digeridas y por lo tanto a patrones selectivos diferentes como los observados en
flagelados heterotroficos o ciliados (Iriberri et al., 1994, Boenigk et al., 2001a, b,
Jezbera et al., 2005, Jezbera et al., 2006).

Finalmente, el tltimo parametro que puede afectar la seleccion de presas por parte de
los protistas es el beneficio que pueden obtener, en términos de carbono, nutrientes,
vitaminas u otros factores importantes de crecimiento. Tanto en flagelados
heterotroficos como en ciliados se ha reportado seleccion de presas segiin su valor
nutricional. Presas con bajos ratios N:P, C:P y C:N fueron seleccionadas
preferentemente por Ochromonas sp. (Shannon et al., 2007) y por Paraphysomonas
vestita (John and Davidson 2001). En contraste, los ciliados Cyclidium glaucoma y
Euplotes vannus seleccionan presas con altos ratios C:P y N:P (Gruber et al., 2009). De
esto se desprende, que los protistas pueden seleccionar de manera diferentes sus presas,

en relacion a su calidad, en términos de contenido de fosforo y nitrégeno, segin las
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condiciones propias del sistema asi como la estequiometria propias del depredador. Asi,
en condiciones de limitacion por nutrientes, los protistas podria buscar maximizar los
beneficios obtenidos de sus presas, seleccionando aquellas con alto valor nutricional
(altos ratios C:N y C:P) y por lo contrario, en condiciones Optimas de nutrientes,
podrian seleccionar aquellas presas de bajo valor nutricional con el fin de disminuir los
costos que conllevaria balancear su estoiquiometria interna. De esta manera, es posible
que la seleccion positiva de los protistas del Redon sobre las arqueas, sea determinada
por el valor nutricional de este grupo. Adicionalmente, las arqueas de los lagos de alta
montafia han sido descritas por oxidar amonio (Auguet et al., 2011), por lo cual podria

ocurrir que su seleccion esté relacionada con el nitrégeno.

Los resultados del presente estudio indican un patrén temporal y un comportamiento
selectivo independiente del tamafo de las presas, por parte de protistas mixotroficos. Se
reporta por primera vez una seleccion positiva sobre el dominio Archaea que no puede
ser explicado exclusivamente por una discriminacion dependiente del tamafio de las
presas. Futuros trabajos sobre este comportamiento selectivo son necesarios para
elucidar las causas que han llevado a los protistas mixotroficos del Estany Redon a
seleccionarlas arqueas sobre otros grupos numéricamente mas importantes dentro del
sistema. Ampliar y mejorar el entendimiento de estos comportamientos selectivos
llevara a unas mejores estimaciones de los flujos de carbono y nutrientes hacia los
niveles superiores de las cadenas troficas, asi como a un mejor entendimiento de las

interacciones que se presentan en sistemas acuaticos como los lagos de alta montafia.



Capitulo 11

Variabilidad de la actividad fagotrofica

entre lagos de montaina






67 Estudio del comportamiento fagotrofico del fitoplancton

7. Resultados

7.1. Caracteristicas de los lagos

En la tabla 7 se muestran las principales caracteristicas quimicas de las muestras del
maximo profundo de clorofila de los 20 lagos evaluados en este estudio. Aunque todos
presenten caracteristicas propias de los lagos de alta montafia, se evidencias ciertos
gradientes ademads del altitudinal. Sistemas acidos como el Pica Palomera o el Aixeus
contrastan con aquellos que presentan pH mas basicos como el Pois. Sistemas como la
Bassa d’Oles, Filia o Aixeus presentaron valores mayores de mineralizacion, en
contraste, la Bassa Nera, Redon o el Romedo de Dalt exhibieron bajas concentraciones
de sales disueltas. Con respecto a los macronutrientes, las mayores concentraciones de
fosforo y nitrégeno se observaron en el Podo y Bassa d’Oles, mientras que las menores
se presentaron en la Pica Palomera y el Long de Liat. El carbono orgéanico e inorgénico
disuelto (DOC y DIC) se observo en mayor concentracion en sistemas como la Bassa
d’Oles, Bassa Nera o Filia, mientras que fueron minoritarios en el Aixeus, Certascan o
Pica Palomera. La concentracion de clorofila a (Chla), cominmente utilizada como un
indicador de la biomas del fitoplancton del sistema, y hasta cierto punto de la
produccion primaria, fue mayor en la Bassa Nera (5,28 pg/l) y Roi (5,23 pg/l). En
contraste, los sistemas estudiados que en ese momento eran menos productivos fueron
el Certascan (0,20 pg/l) y Pica Palomera (0,53 pg/l). Los valores de los indices de
carotenos y feofitinas (tabla 7) apuntan que no hay degradacion de la clorofila en las
muestras, indicando un buen estado fisioldgico de las poblaciones fitoplanctonicas

estudiadas.
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7.2 Comunidades de procariotas

Las abundancias de procariotas estimadas a partir de los conteos con DAPI en los
diferentes sistemas exhibieron un gradiente (figura 23). La Pica Palomera y el Aixeus
presentaron las menores concentraciones de procariotas (2,1 y 2,8 x 10° cel ml”
respectivamente), mientras que el Roi (32,2 x 10° cel ml") y la Bassa de las Granotes
(24.6 x 10° cel ml™) presentaron las mayores. El total de células hibridadas (suma del
nimero de células hibridadas con cada una de las sondas utilizadas) oscil6 entre 0,5 x
10° cel ml™" de la muestra del Certascan y 10,6 x 10° cel ml™" obtenido en la Bassa Nera.
El porcentaje total de recuperacion oscild entre el 13,4 %(muestra de Llauset) y 64,2 %

(muestra de Aixeus).
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Figura 23. Promedio de los conteos con DAPI (azul) y nimero de células hibridadas (rojo) de los 20 lagos
analizados en el presente estudio.

Con respecto a la composicion de las comunidades de procariotas (figura 24), el grupo
de las Betaproteobacteria (Betap) fue el mas abundante en 16 de los 20 lagos
analizados, con porcentajes respecto al total de conteos de DAPI que oscilaron entre el

7,9 % (Llauset) y 56,3 % (Aixeus). El segundo grupo maés importante fueron las
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Actinobacteria (Actino), dominando numéricamente en 3 lagos y con porcentajes que
variaron entre 0,5 % (Bassa d’Oles) y 14,7 % (Gerber). Las Citofaga-Flavobacterium
(Cito-Fla) dominaron numéricamente en el Pois con un porcentaje del 21 % y su menor
abundancia fue en el Romedo de Dalt (0,3 %). Asi mismo, este grupo estuvo ausente en
el Aixeus. Finalmente, Archaea fueron numéricamente menos importantes en la

mayoria de los lagos (entre 0,1 y 6%) y fue ausente en Pica Palomera, Aixeus y Llauset.
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Figura 24. Composicion de las comunidades de procariotas en los 20 lagos analizados en el presente
estudio.

Por otro lado, las Actino exhibieron los menores tamafios en los 20 lagos (figura 25),
consistieron generalmente en pequefios cocos y bacilos con un tamafio caracteristico
entre 0,4 y 0,6 um de longitud. Los otros tres grupos presentaron mayores tamafios, asi
como mayor diversidad de tamafos y formas (figura 25 y 26). En general consistieron
en bacilos y pequefios filamentos con tamafos caracteristicos entre 0,5 y 1,0 um de
longitud, en algunos sistemas como Llebreta o la Bassa de las Granotes las arqueas

estaban dominadas por filamentos que alcanzaban las 3,0 pm de longitud caracteristica.
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Figura 25. Ejemplos de las procariotas marcadas con DAPI (rojo) y el CARD-FISH para las diferentes
sondas oligonucleotidas (verde) en diferentes lagos. A) Actinobacteria del lago L’Illa. B) Actinobacteria
del lago Pica Palomera. C) Betaproteobacteria de la Bassa d’Oles. D) Betaproteobacteria del Pois. E)
Citofaga-Flavobacterium del Pois. F) Citofaga-Flavobacterium del L’Illa. G) Archaea del Podo. H)
Archaea de la Bassa de las Granotes.
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7.3 Comunidades fitoplanctonicas con capacidad mixotroéfica

Las especies fitoplanctdonicas que presentaron ingestion en los diferentes lagos,
pertenecian principalmente al grupo Chrysophyta, Cryptophyta y Dinophyta, de las
cuales las primeras fueron, en general, numéricamente mas importantes. Con el fin de
facilitar el estudio y la comparacion entre las comunidades de los diferentes sistemas,
las diferentes especies fueron agrupadas segun el grupo taxonémico, el tamafio celular y
en algunos casos por la presencia de teca (tabla 8). De esta forma, dentro de las
Chrysophyta se obtuvieron ocho categorias de las cuales hay dos formas coloniales
(figura 27D y figura 28E) y tres formas tecadas (figura 27C y F y figura 28E). En las
Cryptophyta se observaron tres categorias que difieren principalmente por su tamafio
(figura 271 y figura 28A y H) y finalmente las Dinophyta presentaron ocho categorias
de las cuales tres pueden ser afiliadas al género Amphidinium (figura 27E y H y figura
28B) y dos al género Gymnodinium (figura 27J y figura 28G), mientras que los tres
restantes son dinoflagelados tecados afiliados al género Peridinium (figura 27D y 1) o

Woloszynskia (figura 28F).

Con respecto al tamafio se observd que la mayoria de las Chrysophyta encontradas son
células por lo general menores a 8 um de longitud, con la excepcion de Dinobryon
(Crisdfita 7) que puede alcanzar las 15 um. Las Cryptophyta fueron generalmente mas
grandes (células mayores a 8 um) mientras que las Dinophyta presentaron un amplio
rango de tamafios con células de 5 um (Dinofita 1) hasta células que superaban las 20

um.

Todas las especies de los tres grupos taxonomicos descritas en la tabla 8 presentaron
presas ingeridas. Sin embargo, hay una gran variabilidad en la frecuencia de células que
presentaron ingestion respecto a la presa (grupo procariota), asi como entre los grupos
de protistas e incluso entre especies del mismo grupo entre los diferentes lagos. Con el
fin de profundizar en la actividad fagotrdfica, en los siguientes apartados se analiza en
detalle su variacion en relacion al sistema (comparativa entre lagos), y en relacion al

tipo de protista (comparativa entre categorias considerando el conjunto de lagos).



74 Capitulo III. Variabilidad de la actividad fagotrofica

Tabla 8. Protistas mixotroficos analizados en el presente estudio clasificados en categorias segun su
tamafio y la presencia o ausencia de tecas. Se muestra los géneros a los que se pueden asociar, asi como
su abundancia (células ml™") méxima y minima y el nimero de lagos donde se encontraron.

. ) Abundancia
Grupo Categoria Tamafio Genero(s) asociado(s)
Minima | M&xima N° Lagos
Criptdfita 1 <10 um Chroomonas, Rhodomona. 122 £29 | 3348 + 1666 9
Cryptophyta | Criptofita 2 10-15 pm Rhodomonas, Cryptomonas 21+6 453 £ 126 7
Criptofita 3 >15 um Cryptomonas 10+0 444 + 295 16
Crisofita 1 <3 um Chromulina 199 £29 | 4168 + 1045 15
Crisofita 2 3-5 um Chromulina, Ochromonas 40+ 26 | 3192+ 499 15
Crisofita 3 Tecada <5pm [ Kephyrion, Pseudokephyrion 27+0 3792 £+ 286
Criséfita4 | Colonial <5 um | Uroglena 460+ 69 | 11531 + 5623 ’
Chrysophyta .
Crisofita 5 5-10 pm Chromulina, Ochromonas 56+ 25 | 1392+ 601 10
Crisofita6 | Tecada 5-10 um | Chrysococcus 21+ 14 | 3140 + 1853 3
Crisofita 7 >10 pm Dinobryon 26 + 31 1234 £ 522 12
Crisofita 8 >10 um Ochromonas 131 +99 576 £ 370
Dindfita 1 <5 um Amphidinium 58 £23 522 +176
Dinodfita 2 5-10 pm Amphidinium 55+ 17 241 + 81
Dinofita 3 10 pm Gymnodinium 35+ 14 1369 + 448
. Dinofita 4 >10pm< Amphidinium 30+0 1911 + 299 12
Dinophyta .
Dindfita 5 10-20 pm Peridinium 12+3 1455 + 454 14
Dinodfita 6 >20 um Woloszynskia 28+2 341 +£73
Dinofita 7 >10 um Gymnodinium 11+£2 114 £ 28
Dindfita 8 >20 um Peridinium 14£0 98 + 36

7.4 Variacion de la actividad fagotrofica entre lagos

En la figura 29 se puede observar la actividad fagotréfica, medida como el contenido de
las vacuolas alimenticias promedio de las diferentes categorias de protistas presentes en
cada sistema que presentaron ingestion en cada uno de los 20 lagos analizados. La
ordenacion de los lagos en el eje X fue establecida segiin la abundancia total de
procariotas (presas) presentes en cada uno de ellos (ver figura 23). En general se
observa que la medida del contenido promedio presenta desviaciones estandar elevadas
debido a las variaciones del comportamiento individual. La Bassa Nera y la Bassa de
Oles exhibieron la menor actividad con valores de contenido de la vacuola de 1,42 +
0,96 y 1,49 + 1,63 procariotas protista” respectivamente, mientras que la Bassa de las
Granotes (5,55 + 2,29 procariotas protista™) y el Podo (4,70 + 5,40 procariotas protista”
") mostraron la mayor actividad. Los sistemas é4cidos (Pica Palomera y Aixeus)
presentaron bajas actividades con valores de 2,64 = 1,75 y 2,00 = 1,04 procariotas
protista” y no difirié con respecto a los basicos como el Pois (2,48 + 1,49 procariotas

. -1 , . , , .. .
protista”). Asi mismo, no se observd un patrén de actividad relacionado con la
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abundancia total de procariotas en el medio, ni con la biomasa fitoplanctonica de la

muestra (chla), ni con la disponibilidad de nutrientes o profundidad del sistema.

Figura 27. Imagenes de algunos protistas mixotroficos <10 um, habituales en lagos evaluados obtenidas
por microscopia de epifluorescencia. En azul aparecen los nucleos teflidos con DAPI, en rojo la
autoflorescencia de la clorofila y en verde las bacterias hibridadas con CARD-FISH. A) Criséfita 1 B)
Criséfita 2 C) Crisofita 3 D) Crisofita 4 E) Dindfita 1 F) Crisofita 6 G) Crisofita 5 H) Dinofita 2 I)
Criptdfita 1 y K) Dindfita 3.
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I 10 pm

Figura 28. Imagenes de algunos protistas mixotroficos >10 um, habituales en lagos evaluados obtenidas
por microscopia de epifluorescencia. En azul aparecen los nucleos teflidos con DAPI, en rojo la
autoflorescencia de la clorofila y en verde las bacterias hibridadas con CARD-FISH. A) Criptéfita 2. B)
Dindfita 4 C) Criséfita 8 D) Dindfita 5 E) Criséfita 7 F) Dindfita 6 G) Dinofita 7 H) Criptdfita 3 1)
Dindfita 8.
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Figura 29. Medida de la actividad fagotrofica estimada en los diferentes lagos analizados. El
contenido de la vacuola es el valor medio respecto a todos los protistas mixotroficos que
presentaron ingestion (suma de las presas marcadas con cada una de las sondas).

La forma en que esta actividad fagotrofica afecto a los diferentes grupos de procariotas,
propios de cada sistema, puede ser observado en la figura 30. En todos los lagos, la
mayor presion predatoria se dio principalmente sobre las Actino, seguido por las Betap.
Archaea y Cito-Fla por su parte, fueron observados en menor cantidad como parte del
contenido de las vacuolas alimenticias de los protistas. La presion mayoritaria sobre
Actino y Betap fue un comportamiento generalizado que se observd en una elevada
proporcion de las categorias que presentaban ingestion (figura 31) En contraste, en

aquellos sistemas donde hubo ingestion sobre Archaca o Cito-Fla, el porcentaje de
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categorias que lo realizaban fue entre medio y bajo, es decir, que no fue un

comportamiento generalizado entre los mixotrofos presentes en la muestra.
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Figura 30. Composicion del conjunto de presas ingeridas por protistas mixotroficos en los diferentes
lagos analizados. El contenido de la vacuola, es el valor medio considerando todos los protistas
mixotréficos que presentaron presas hibridadas en su interior y para cada sonda especifica.

A partir del contenido de presas medido para cada categoria de protista en los diferentes
lagos, se estimo la correspondiente tasa de ingestion para cada una de ella en funcion de
su tamafio y mediante los valores de la regresion obtenidas en el apartado 3.2 (ver figura
13). Posteriormente, teniendo en cuenta las abundancias de los diferentes protistas, se

estimo la presion de “grazing” en cada sistema (tabla 9), obteniendo valores entre 1013
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+ 1424 procariotas ml" h™' (Plan) y 17256 + 22745 procariotas ml" h™ (Roi). Esta
presion de grazing a su vez equivale a un porcentaje de procariotas depredadas que

oscild entre 0,22 % h™' en la Bassa de las Granotes y 4,17 % h™' en el Certascan.

400 H

300 A

200

% Categorias con ingestion
=
o
o

Figura 31. Proporcién de categorias que presentaban ingestion para los cuatro grupos de
presas y en los diferentes lagos. En el eje X se indica el numero concreto de categorias de
mixotrofos presentes en cada uno de los lagos. Los colores representan Betaproteobacteria
(azul), Actinobacteria (amarillo), Citofaga-Flavobacterium (verde) y Archaea (rojo).
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Tabla 9. Estima de la actividad fagotrofica de los protistas mixotroficos en los 20 lagos analizados.
La tasa de ingestion fue estimada a partir de las tasas de digestion del apartado 3.2. Para esto se
asumi6 una Qo =2 y una temperatura del DCM de 5°C.

Lago Tasa de Ingﬁsti-(l')n (3}razing to_tlal-l Procariotas d_elpredadas
(Proc. Prot™ h™) (10°Proc. mI™ h™) (% h™)
Pica Palomera 10,3 +4.,8 1,7+ 1,1 2,3
Aixeus 6,6 +3,3 2,1+34 1,0
Certascan 57+29 24+39 4,2
Gerber 6,6 £4,7 8,7+ 15,1 33
Romedo de Dalt 73+5,4 2,7+4)5 1,7
Ibonet Perramo 7,9+4,5 9,7+ 16,5 2,4
Llauset 53+3.2 1,5+1,6 1,4
L'Tlla 7.6 £4.4 2,8+3,8 0,9
Redon 5,9+3,7 2,3+34 1,3
Botornas 9,2+5,3 5,1£6,6 2,0
Filia 12,8 + 4,4 12,6 £17,1 2,3
Llebreta 7,1£3,5 6,7+10,3 1,4
Pois 83+43 11,5+ 13,4 2,7
Llong de Liat 5,4+4,0 33+£72 1,0
Plan 7,2+3,0 1,0+£14 0,2
Podo 11,2+38,0 11,2+£24,0 2,3
Bassa d'Oles 29+1,1 4,4+89 0,5
Bassa Nera 3,0+42 29+5,8 0,3
Bassa Granotes 8,8+0,6 1,4+1,7 0,2
Roi 11,8 +6,3 17,3 £22,7 1,7

7.4.1 Seleccion de presas

Con el fin de establecer si los patrones de ingestion observados en los diferentes lagos
(figura 30) eran debidos a la disponibilidad de presas en el medio, o por lo contrario,
habia una preferencia diferencial por ingerir algunos de estos grupos, se calcularon los
indices de seleccion (ver apartado 5.5) para cada una de los protistas analizados. Este
indice tiende a resaltar los patrones selectivos mds extremos, por ejemplo un clara
preferencia de un determinado tipo de presas (valores >0,1) conlleva la obtencion de
valores negativos del indice para los otros tipos de presas que no siempre corresponde a
un rechazo real de estos. Por esta razon y para resaltar aquellas selecciones (designadas
como secundarias) que podrian quedar enmascaradas por las selecciones principales, el
indice fue aplicado dos veces consecutivas. En un principio, el indice fue aplicado
teniendo en cuenta los cuatro grupos de procariotas (obtencion de las selecciones
principales), en un segundo paso el indice se calculo considerando solo aquellos grupos

de procariotas que no presentaron una seleccion positiva en el primero (obtencion de las
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selecciones secundarias). De esta forma, en la figura 32 se pueden observar el
comportamiento selectivo de los protistas mixotroficos sobre los cuatro grupos de
procariotas en cada uno de los lagos. Para esto se tuvo en cuenta en cada lago el nimero
de categorias de protistas que presentaban valores de indice de -1 (rechazo), <-0,1
(seleccion negativa), de -0,1 a 0,1 (seleccion al azar) y >0,1 (seleccion positiva principal

o secundaria).

Las Actino fueron seleccionadas positivamente por la mayoria de los protistas en 14 de
los 20 lagos estudiados, de los siete sistemas restantes, en cuatro fueron seleccionadas
positivamente por una minoria de los protistas, en el Podo su seleccion fue secundaria y
en la Bassa Nera fue seleccionada negativamente por todos los protistas presentes. Por
su parte, la seleccion de Betap fue en general al azar o positiva secundaria, solo en el
Pois, Podo y la Bassa Nera presentd una seleccion positiva principal por la mayoria de
los protistas. Finalmente, Cito-Fla y Archaea presentaron selecciones negativas en la
mayoria de los lagos, con la excepcion de casos puntuales donde algunos grupos de
protistas pueden seleccionarlos positivamente, como el Certascan para las arqueas o el

Botornas para Cito-Fla.

7.5 Variacion de la actividad fagotréfica entre protistas.

En las figura 33 se puede observar la actividad fagotrofica de cada uno de las categorias
establecidas (ver apartado 7.3), medida como el promedio del contenido de la vacuola
en cada uno de los lagos donde se encuentran presentes. Aunque la variabilidad en la
medida es elevada, hay un clara relacién con el tamafio células, de esta forma, las
células de menor tamano presentaron contenidos menores, cuyos valores que oscilaron
entre 1,33 + 1,45 y 1,66 + 0,94 procariotas protista”’ para la Cris6fita 1 y Dindfita 1
respectivamente. A tamanos intermedios los contenidos también presentaron valores
intermedios, como es el caso de la Dindfita 3 (3,28 + 2,16 procariotas protista'l) ola
Criptéfita 1 (3,39 + 2,03 procariotas protista'), mientras que las Dinophyta mas
grandes, la Criptdfita 3. y la Crisofita 8 exhibieron los mayores contenidos que variaron

entre 4,50 = 4,76 y 6,45 + 6,82 procariotas protista'l.
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Figura 33. Actividad fagotrofica de los diferentes categorias establecidas ordenados por el tamafio
celular. El contenido de la vacuola es el valor promedio del numero presas ingeridas (suma de los cuatro
grupos de procariotas marcadas) por cada categoria de protistas, en cada uno de los lagos donde se
encuentra presente. Los colores representan cada uno de los grupos taxondémicos: Chrysophyta (verde),
Cryptophyta (rojo) y Dinophyta (azul).

A partir de la abundancia de cada categoria de protista, se estimo la tasa de grazing total
que ejercia cada una de ella en los diferentes lagos. Debido a su gran abundancia, las
Chrysophyta ejercen una mayor presion de depredacion alcanzando a remover entre
7513 procariotas ml™" h™ (Criséfita 5) y 29990 procariotas ml™" h™ (Criséfita 6) (figura
34). Asi mismo, la Criptofita 1 ejerce también una alta presion de grazing alcanzando a
remover 18978 procariotas ml" h™'. Por el contrario las Dinophyta ejercen la menor
presion de depredacion con valores que oscilaron entre 267 procariotas ml' h’

(Dindfita 8) y 4658 procariotas ml" h' (Dindfita 3).
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Figura 34. Estimas de la presion de grazing que ejercen los diferentes protistas analizados. Los colores
representan cada uno de los grupos taxondémicos: Chrysophyta (verde), Cryptophyta (rojo) y Dinophyta
(azul).

Por otro lado, la composicion de presas en las vacuolas de los protistas se indica en la
figura 35. Al igual que a nivel de lagos, las Actino y las Betap fueron las principales
presas para la mayoria de los protistas con valores que oscilaron entre 0,67 += 0,71 y
3,50 + 3,87 procariotas protista’ para las primeras y entre 0,24 + 0,54 y 4,67 + 4,72
procariotas protista” para las segundas. En el caso de la Criptéfita 1 y la Dinéfita 6 una
notable fraccion de su fagotrofia fue sobre las arqueas con valores de 0,57 +£ 0,54 y 0,71
+ 0,76 procariotas protista’ respectivamente, mientras para Cristfita 4 las arqueas
fueron sus unicas presas. La mayor ingestion de Cito-Fla la presentaron el Dindfita 3
(0,50 + 0,53 procariotas protista”, Criséfita 7 (0,50 + 0,53 procariotas protista™) y la
Criptéfita 3 (0,47 + 0,65 procariotas protista™).
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Figura 35. Composicion de presas de las vacuolas alimenticias para las diferentes categorias de protistas
establecidas. El valor del contenido de la vacuola es el promedio de presas ingeridas por el conjunto de
individuos de una categoria en los diferentes lagos donde se encuentra.

En la figura 36-A se puede observar el porcentaje de lagos en que cada uno de las
categorias de protistas presentaron presas ingeridas de cada unos de los grupos de
procariotas. Estos porcentajes tendieron a seguir un patrén similar a la composicion de
la dieta alimenticia de cada uno de los protistas, con una gran mayoria de lagos
presentando ingestion sobre Actino y Betap. Sin embargo, a un nivel mas especifico en
cada uno de las categorias se puede observar que solo en aquellos de mayor tamatfio y,
especialmente, para la ingestion sobre Actino, mas de la mitad de las células exhibieron
alguna actividad fagotrofica (figura 36, B), mientras para los de menor tamafio la
ingestion de presas se presentd s6lo en un nimero reducido de individuos. Ejemplos de
esto son los casos de la Cristfita 6 o Criptofita 1. que presentaron ingestion sobre

Actino y Betap en la mayoria de los lagos donde estuvieron presentes pero esta
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ingestion solo fue llevada acabo por un nimero muy reducido de individuos, o el caso
contrario del Dindfita 7 que ingirid6 Actino en pocos lagos pero esta actividad fue

llevada a cabo por la mayoria de los individuos de la poblacion.
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Figura 36. Porcentajes de actividad fagotrofica. A) Porcentaje de lagos en que las distintas categorias de
protistas presentaron presas ingeridas en sus vacuolas alimenticias para cada unos de los cuatro grupos de
procariotas diferenciados: n, corresponde al nimero de lagos donde apareci6 el protista. B) Proporcion de
individuos que presentaron ingestion de presas para cada grupo de procariotas. Los colores representan
cada uno de los grupos de procariotas: Betaproteobacteria (azul), Actinobacteria (amarillo), Citofaga-
Flavobacterium (verde), Archaea (rojo).

7.5.1 Seleccion de presas.

Al igual que en el apartado 7.4.1, se calculo el indice de seleccidon para determinar si la
mayor ingestion sobre algin grupo podria ser explicado por su abundancia en el medio
(figura 37). 16 de las 19 categorias establecidas presentaron una seleccion positiva sobre
Actino en la mayoria de los lagos donde se encontraban. Asi mismo, en una minoria de
lagos, protistas como la Criptéfita 1 y 3 seleccionaron Actino al azar o positivamente
pero de una manera secundaria. Por su parte para las Betap, de las 19 categorias de
protistas, la Criséfita 2, y los dinoflagelados Dindfita 7 y Dinofita 8 las seleccionaron
positivamente en la mayoria de lagos donde se encontraron presentes. De igual manera,
seis categorias las seccionaron al azar principalmente, mientras que en el caso de la

Crisdfita 1 y la Criptdfita 1 esta seleccion fue en un gran numero de lagos negativa
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evitando asi su ingestion. Finalmente sobre este grupo de presas, en la mayoria de los

protistas pero en una minoria de lagos, se present6 una seleccidn positiva secundaria.

Para el grupo de Archaea y el de Cito-Fla la seleccion por la mayoria de los protistas y
en un gran nimero de lagos fue negativa, con excepciones puntuales como fue el caso
de la Criptdfita 1 y la Dinofita 5 que en un niimero considerable de lagos selecciond

positivamente a las Archaea.

7.6 Efectos del tamafio celular sobre la actividad fagotréfica

Con el fin de establecer los factores que puedan explicar la variacion de la actividad
fagotrofica entre los protistas y sus comportamientos selectivos, se realizaron
modelaciones lineales mixtas (Zuur et al., 2009) relacionando en primer lugar el
contenido de las vacuolas alimenticias, con el tamafio celular de cada protistas y otros
factores como la abundancia total de presas (conteos de DAPI), el grupo taxondémico
(Chrysophyta, Cryptophyta y Dinophyta) y la presencia o ausencia de tecas alrededor de
la célula. En segundo lugar, se relacion6 la seleccion de presas que se presentaron los
protistas sobre cada uno de los grupos de presas con el tamafio medio de éstas en cada

uno de los lagos estudiados.

En la tabla 10 se pueden observar los valores del modelo que mejor explica la variacién
del contenido de las vacuolas de los protistas. El tamafio celular fue el factor que mejor
explico la varianza de la actividad fagotrofica, la cual siguid una relacion positiva, es
decir, los protistas mas grandes presentaron mayor contenido de las vacuolas con
respecto a los pequefios, como se observa en la figura 32. Adicionalmente, al modelo se
le agrego una variacion aleatoria proveniente del grupo taxonomico al que pertenece
cada protista, y una proveniente del lago que se relaciona con la dispersion de los

puntos.
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Tabla 10. Relacion de la actividad fagotrofica con el tamafio de los protistas

Coeficiente | Desvest | gl t-valor p-valor

Intercepcion 1,24903 | 0,27776| 100 | 4,49674| <0,0001
Tamaio protista 0,16232| 0,02703| 100| 6,00622 | <0,0001

Asi mismo, en la tabla 11 se muestran los modelos de la relacidon entre la seleccidon
sobre cada uno de los grupos de procariotas con respecto a su tamafio que fueron
estadisticamente significativos. La seleccion sobre Actino y Cito-Fla fue
significativamente explicada por el tamafio de las Betap. Ademas el tamafio de Archaea
también presenta una cierta influencia sobre la seleccion de Actino. La influencia del
tamafio de Betap en la seleccion de Actino fue positiva (figura 38), mientras que para
Cito-Fla Ia influencia fue negativa (figura 38). Finalmente, la seleccion de Archaea y
Betap no se relaciono ni con la seleccion de los demds grupos, ni con el tamafio celular

propio o el de los demés grupos.

Tabla 11. Relacioén del comportamiento selectivo con el tamafio de las presas

Seleccion Coeficiente | Desvest | gl | t-valor | p-valor
Intercepcion 44,8240 69,7114 | 14| 0,6429 | 0,5306
Actino Tamafio Archaea 92,2083 (29,4800 | 14| 3,1278 | 0,0074
Tamafio Betap. 134,4028 | 44,1533 | 14| 3,0440| 0,0088
Cito-Fla Intercepcion 105,1611 | 24,6456 | 17 | 4,2669 | 0,0005
Tamafio Betap -115,0600 | 33,0761 | 17 | -3,4786 | 0,0029

8 Discusidn

8.1 Importancia de los mixotrofos en los lagos de alta montafia

Es poca la informacién que se tiene sobre la presion depredatoria que ejercen los
flagelados mixotréficos sobre las comunidades de procariotas, especialmente en
sistemas como los lagos de alta montafia, asi como las generalizacion o diferenciacion
de los comportamientos fagotroficos entre las diferentes especies de protistas
(Montagnes et al., 2008), o entre especies similares habitando sistemas diferentes. En el

presente estudio se pueden observar tasas de ingestion considerables en todos los lagos
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muestreados (tabla 9), teniendo en cuenta que las muestras fueron obtenidas en el
maximo profundo de clorofila, donde se supone que las especies fitoplanctonicas tienen
el optimo de luz para sus actividades fototréficas, parece probable entonces que la
fagotrofia en estos sistemas sea un actividad habitual de los protistas mixotroficos y no
una respuesta a eventos puntuales. En algunos casos parece existir comportamientos
similares entre especies presentes en un mismo lago, como puede ser el caso del Pica
Palomera y el Certascan donde todos los protistas mixotroficos seleccionan
preferentemente sobre el grupo de Actinobacteria o el Filia donde la mayoria

seleccionan Archaea (ver figura 32).
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Figura 38. Relacion entre el tamafio celular de las Betaproteobacteria y la seleccién sobre los
grupos de Actinobacteria (amarillo) y Citofaga-Flavobacterium (verde).

También se presentan comportamientos similares entre especies taxondmicamente muy
proximas, incluidas en la misma categoria, que se encuentran en diferentes lagos. Este

es el caso de la Crisdfita 1 correspondiente a pequefias Chrysophyta flageladas
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(Chromulina y/o Ochromonas) de pocas micras de diametro, o la Criséfita 7 categoria
que engloba los individuos del género Dinobryon; o la Dindfita 3 entre otras, las cuales
presentan preferencias similares por las Actinobacteria, o las Criptdfita 1 que parece
generalizar su preferencia por Archaea (ver figura 37). Sin embargo, también se pueden
encontrar casos opuestos donde las diferentes especies de un lago tienen
comportamientos particulares como en el Botornas o especies estrechamente
relacionadas que presentan comportamientos diferentes en lo distintos sistemas donde
se encuentran presentes (por ejemplo la Crisofita 8 o la Criptdfita 3). Estadisticamente
no se pudo determinar que el factor clase de protista tuviera ninguna influencia con el
factor de seleccion. Es la composicion de los propios procariotas (presas), en grupos o

tamafio, el factor que mas influye sobre la seleccion de las mismas.

Este estudio no solo confirma la importancia de los protistas mixotréficos como
consumidores de bacterias en los lagos de alta montafia, sino que evidencia que el
consumo recae principalmente en las especies de menor tamafio. A pesar que los
protistas pequefios (<10 um) presentaron menores contenidos de presas en sus vacuolas
(figura 33) y que en la mayoria de los lagos el porcentaje de c€lulas que presentaban
este contenido era bajo (figura 36), debido a su mayor abundancia, ejercieron un mayor
impacto de grazing sobre las comunidades bacterianas (figura 34). Esto estd en
concordancia con lo reportado por Zubkov and Tarran (2008) y, recientemente, por
Hartmann et al. (2012), los cuales observaron que las especies fitoplanctonicas marinas
con capacidad mixotrofica y tamanos <5 um podrian ser las principales responsable de
la bacterivoria en el Océano Atlantico norte y en los giros subtropicales. Si bien las
categorias que mas consumen estan en el rango de tamano entre 5-10 pum (Criséfita 5 y
Criptdfita 1), las Chrysophyta mas pequefas (<5 pum) ejercen en su conjunto una alta

presion predatoria, por la misma razon anteriormente expuesta (figura 34).

8.2 El tamafio de los protistas mixotroficos determinan su actividad fagotroéfica

En la literatura se discute la importancia y el efecto que algunas caracteristicas de las
presas, como son el tamafio, la movilidad, la estructura y la composicion de la pared
celular entre otras, ejercen sobre la capacidad fagotréfica que puede exhibir un protista

mixotrofico o heterotrofico (Chrzanowski and Simek 1990, Simek and Chrzanowski
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1992, Gonzalez et al.,1993, Monger et al.,1999). Sin embargo, es menos conocido
como caracteristicas propias del depredador influyen sobre su comportamiento
fagotréfico. Factores como el estado fisioldgico, movilidad, tamafio, sefiales quimicas o
la composicion de receptores de membrana para la identificacion de las presas, han sido
identificados por influir en los diferentes pasos que constituyen los mecanismos de
alimentacion de un protista fagotréfico (ver figura 3) (Montagnes et al., 2008, Roberts
et al., 2011a, Roberts et al., 2011b). Asi mismo, se desconoce si estas caracteristicas
del depredador son rasgos dependientes o independientes del grupo taxondémico al que

pertenece el protista.

En el presente trabajo se encontrd una relacion positiva entre el tamafio de los protistas
y su actividad fagotréfica, medida como el contenido de presas que se acumulan en sus
vacuolas alimenticias (tabla 10). Sobre esta relacion ademas se presenta una minima
influencia del grupo taxondmico al que pertenece cada protista. Sin embargo, ni este
factor ni la presencia o ausencia de una teca alrededor de la célula, resultaron
estadisticamente significativos (P>0,05), indicando que la importancia del tamafio es

independiente de la morfologia celular.

Aquellos organismos de mayor tamafio podrian albergar un mayor nimero de vacuolas
alimenticias o bien pocas vacuolas pero de tamafios superiores, que en cualquiera de los
dos casos, implicaria un mayor espacio para almacenar y digerir las presas capturadas.
Esto es sugerido por Gonzalez et al. (1993) cuando compararon la actividad de un
flagelado heterotrofico alimentado con bacterias en diferentes condiciones de
crecimiento que permitio obtener depredadores de diferentes tamaiios, y observando que
aquellos mas grandes presentaban mayores tasas de ingestion que los de menor tamafio.
Adicionalmente a la posibilidad de diferir en el nimero o tamafio de las vacuolas
alimenticias, otra explicaciéon podria relacionarse a un aumento en la probabilidad de
encuentro entre el depredador y la presa. Organismos de mayor tamafio tienen una
mayor probabilidad de contacto con sus presas (Flynn et al., 1996), que adicionalmente,
depende de la velocidad del depredador, la cual esta relacionada positivamente con su
tamafio (Catalan 1999). A su vez, el tamano de la presa influye en la relacion tamafio

predador-tamafio presa y de esta manera en la posibilidad de contacto y captura por
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parte del protista (Montagnes et al., 2008). Asi mismo, esta probabilidad de encuentro
depende de la abundancia propia de cada depredador, por lo cual, en nuestro caso la
mayor abundancia de las especies de menor tamafio pueda compensar dicha

probabilidad con respecto a los protistas mas grandes pero menos abundantes.

Por otro lado, en el primer capitulo de esta tesis, se observdé una diferencia en la
velocidad de digestion de las presas entre protistas grandes (>10 pm) que digieren una
bacteria en 10 min, y pequefios (<10 um) que tardan unos 5 min en hacerlo. Esta
diferencia podria estar viéndose reflejada en los resultados obtenidos, en base a una
misma tasa de ingestion en los protistas mas grandes, que digieren de una manera mas
lenta, aumenta la probabilidad de encontrar siempre presas en el interior de sus vacuolas
alimenticias; por el contrario, en aquellos mas pequefios con tasas de digestion mas
rapidas, seria mas dificil encontrar presas en sus vacuolas, puesto que ya habrian sido

procesadas.

8.3 Efecto del tamafio de la presa sobre el comportamiento selectivo: “mi tamafio
determina tu suerte”

Una clara preferencia sobre dos grupos de procariotas —Actino y Betap- fue evidenciado,
tanto entre los diferentes lagos como entre las categorias de protistas establecidos.
Debido a que el indice de seleccion aplicado ya tiene en cuenta la abundancia relativa
de cada grupo, las selecciones positivas sobre el grupo de Actino no puede ser
explicada por una ingestion al azar e indica que otros factores, diferentes a su

abundancia, determino su patron de seleccion.

Caracteristicas morfologicas, fisiologicas y de comportamiento de las presas han sido
descritas como factores importantes que determinan la selectividad en protistas
fagotroficos (Chrzanowski and Simek 1990, Simek and Chrzanowski 1992, Gonzalez et
al., 1993, Monger et al., 1999). De estas caracateristica, el tamafio ha recibido un mayor
atencion y ha sido propuesto como el factor de mayor relevancia sobre los
comportamientos selectivos de los protistas (Chrzanowski and Simek 1990, Gonzalez et
al., 1990, Simek and Chrzanowski 1992, Posch et al., 2001, Jezbera et al., 2006),

ademds que puede influir en los diferentes pasos que componen el proceso de
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alimentacion de un protista fagotrofico (Roberts et al., 2011b). Un amplio nimero de
investigaciones han demostrado que bacterias con pequefios tamafios son menos
suceptibles a la ingestion por parte de flagelados que aquellas con tamafios medios
(Gonzalez et al., 1990, Simek and Chrzanowski 1992). En los lagos analizados en el
presente estudio, se observo que las Actino fueron generalmente las mas pequenas, pero
esto no les representd una proteccion contra la depredacion de los protistas
mixotréficos, lo cual contrasta con los resultados obtenidos en el segundo capitulo de
esta tesis y con lo reportado por otros autores que han observado que este grupo de
bacterias es evitado por flagelados heterotréficos y es atribuido a su reducido tamafo
(Pernthaler et al., 2001b, Jezbera et al., 2005, Jezbera et al., 2006). Aunque las Actino
fueron las mas pequefias, el tamafios relativo que fue medido en las muestras del DCM
se encuentran dentro del rango de comestibilidad para los protistas (0,4 - 2 pm)
usualmente reportados en la literatura (Gonzalez et al., 1990, Holen and Boraas 1991,
Simek and Chrzanowski 1992) y son ligeramente mayores de las encontrdas en las

muestras del Redon donde no fueron ingeridas (comparar figura 17 y 26).

Aunque, en los modelos estadisticos elaborados el tamafio de las Actino no explicé su
seleccion preferencial, ésta se relaciond con el tamano de los otros grupos de
procariotas. La seleccion dependié de una manera positiva del tamafio que presentaban
las Betap (figura 38); es decir: “el tamafio de Betaproteobacteria determiné la suerte de
las Actinobacteria”. Esto podria estar relacionado ademas con la abundancia que
presenta cada grupo en los diferentes sistemas. Asi, si las Betap numéricamente mas
importantes y por lo tanto mas disponibles, aumentan su tamafio de manera que se
hacen menos apetecibles para los protistas, éstos pasan a ingerir otras presas que aunque

de menor abundancia son de menor tamafio como fue el caso de las Actino.

Las Betap se relacionaron igualmente con la seleccion de las Cito-Fla solo que de una
forma negativa. De esta manera, cuando las Betap presentan tamafios entre 0,4 y 0,7
um, que ha sido reportado por muchos autores como tamafios elegibles por protistas
fagotroficos (Gonzalez et al., 1990, Holen and Boraas 1991, Simek and Chrzanowski
1992), las Cito-Fla son ingeridas preferencialmente. Por el contrario, un aumento en el

tamafio de las Betap parece representar un refugio contra la depredacion para el segundo
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grupo. Sin embargo, no estd claro si este efecto es debido a estrategias similares por
parte de los dos grupos, es decir que los dos grupos aumentan su tamafio paralelamente,
lo cual no fue reflejado estadisticamente en el modelo, o si por lo contrario, los protistas
se especializan exclusivamente en ingerir Actino cuando las Betap son mas grandes y

asi discriminan finalmente de forma negativa sobre los otros grupos.

La actividad de los protistas mixotroficos representd una fuerte presion de grazing sobre
las comunidades de procariotas de los diferentes sistemas (tabla 9), especialmente sobre
los grupos menos abundantes, lo que podria determinar la estructura y composicion del
bacterioplancton. Numerosos trabajos han reportado cambios sucecionales de la
estructura morfologica y la composicién de las comunidades con relacion a la presion
depredatoria de protistas fagotroficos (Jiirgens et al., 1999, Simek et al., 2001a, Simek
et al., 2001b, Salcher et al., 2005). Asi mismo, de estos estudios se desprende que ante
una fuerte presion depredatoria, grupos filogenéticamente diferentes, muestran cambios
morfoldgicos que modifican su susceptibilidad a la ingestion. Entre estos cambios se
describen formacion de grandes bacilos, microcolonias o filamentos en grupos como
Betaproteobacteria o Citofaga-Flavobacterium. En el caso del presente estudio, se pudo
observar bacilos y filamentos asociados a Archaea, Betap y Cito-Fla (figura 25). Sin
embargo, no hubo una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de
células de mayor tamafio en Archaea y Betap y la seleccion que los protistas ejercieron
sobre ellos. Otros factores, no considerados en este estudio, o la complejidad de
discernir entre el efecto y la respuesta deben explicar el comportamiento selectivo

observado.
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9. Conclusiones

Los contenidos de las vacuolas alimenticias caracterizados con el método del
CARD-FISH reflejan las tasas de ingestion obtenidas a partir de la captura de
microesferas, por lo menos a escalas de minutos (capitulo 1).

Los protistas mixotroficos exhiben diferentes tasas de digestion en relacion a su
tamano. Células de tamafios mayores a 10 um requieren aproximadamente unos
10 min para digerir una bacteria, mientras que aquellas menores a este tamano
requieren la mitad del tiempo.

El contenido de las vacuolas alimenticias estd relacionado positivamente con el
tamano celular de los protistas. Asi, en células mas grandes que digieren de una
manera mas lenta, existe una mayor probabilidad de encontrar presas en las
vacuolas con respecto a aquellas células més pequefias que presentan tasas de
digestion mas rapidas.

Diferencias temporales de la actividad fagotrdfica, a escalas de horas, fueron
observadas tanto en especies de cultivo (capitulo 1) como en sistemas naturales
(capitulo 2), indicando cambios en las tasas de ingestion y de digestion de las
presas.

En el Estany Redon (capitulo 2) los flagelados mixotroficos Cryptomonas ovata,
Dinobryon cylindricum y Rhodomonas minuta seleccionaron preferentemente
sobre las presas del dominio Archaea. Esta preferencia no fue explicada ni por la
abundancia ni por el tamafio celular de las presas.

El patron selectivo mds general entre diferentes protistas mixotroficos y en
diferentes sistemas es una preferencia sobre el grupo Actinobacteria. Aunque
esta preferencia puede ser muy variable como reflejan los resultados del estudio

detallado del Estany Redon.
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El tamafio celular de las presas es un parametro importante en determinar las
tasas de depredacion selectiva que exhiben los mixotrofos sobre ellas. Aunque el
efecto no se evidencia de manera directa e inmediata por la dificultad de
identificar patrones efecto-respuesta. Se han observado relaciones significativas
del efecto del tamafio del grupo mas abundante (Betaproteobacteria) sobre las
tasas de ingestion de otros grupos.

El tamafio celular de los protistas mixotréficos condiciona la actividad
fagotrofica en los lagos de montafia. Individuos con tamaiios celulares grandes
(>10 um) presentan mayor contenido de presas en sus vacuolas, pero, debido a
por su baja abundancia, el impacto sobre el bacterioplancton es bajo. Especies
con tamafio pequefios (<10 um) presentan un menor contenido, pero su alta
abundancia y digestion mas rapida hace que representen un mayor impacto sobre
las comunidades bacterianas.

Chrysophyta y Cryptophyta de tamafios menores a 10 um ejercen la mayor
presion depredatoria sobre las comunidades bacterianas dentro de la comunidad

fitoplanctdnica del DCM estival de los lagos de alta montafia.
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