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Resumen:

El derretimiento de glaciares afecta tanto a los ecosistemas linderos como a los
ambientes acuaticos que reciben sus aguas de deshielo. Esto produce un cambio en la
movilizacion y transporte de particulas orgénicas e inorganicas, afectando las condiciones
luminicas y, por ende, a las relaciones elementales (de carbono y fosforo) de los
ambientes acuaticos. En lagos transparentes, los herbivoros planctdnicos, como Daphnia
commutata estan limitados por la calidad estequiomeétrica de su alimento (alta relacién
C:P). Esta condicion cambia en lagos con influencia glaciaria, con transparencia
disminuida. Estudios previos del género Daphnia demostraron que las enzimas del
metabolismo del fésforo se relacionan con la calidad de alimento presente en el lago. Este
trabajo evalud la actividad de la fosfatasa alcalina (APA) y el potencial polimorfismo en
GPI (glucosa 6-fosfato isomerasa) en individuos de D. commutata de lagos con diferente
relacion C:P. Se estudiaron individuos de los lagos Frias, Mascardi (en dos estaciones) y
Guillelmo, con diferente transparencia (dada por ingreso de arcillas glaciares) y relacion
C:P. El analisis de GPI se realizé mediante electroforesis en geles de acetato de celulosa
y APA mediante espectrofluorometria. Los resultados obtenidos sefialan que todos los
individuos resultaron ser homocigotas para GPI, evidenciando que no se encontraron
diferencias genéticas entre los individuos muestreados. Sin embargo, si se observaron
respuestas plasticas en APA tanto en individuos provenientes del campo como en un
experimento de laboratorio con diferente condicién C:P. Frente al incremento de la
relacién C:P los organismos mostraron una mayor APA. Las conclusiones de este trabajo
sefialan que si bien no se observaron cambios evolutivos (GPI), si se evidenciaron
respuestas plasticas (APA). Esto significa que frente a un cambio en la transparencia de
los lagos producto de la retraccion glaciar, D. commutata responde a dichos cambios de
forma rapida para mantener su homeostasis.

Palabras clave: Adaptacion, Estequiometria ecoldgica, Evolucion, Plasticidad fenotipica,
Relacién C:P




Abstract:

Glacier recession affects the nearby ecosystems and the aquatic environments that
receive the melted water. This melting affects the patterns of mobilization and transport
of organic and inorganic particles, modifying the underwater light conditions and
elemental ratios, as C and P. In transparent lakes, planktonic herbivores like Daphnia
commutata are limited by the stoichiometric quality of their food (high C:P ratio). This
light condition changes in lakes with glacial influence, because the input of glacier clay
decreases the transparency. Previous studies in the genus Daphnia have shown that
enzymes of the phosphorous metabolism are related with the stoichiometric food quality.
In this work, we studied the activity of alkaline phosphatase (APA) and the PGI
(phosphate-6- glucose isomerase) potential polymorphism in D. commutata inhabiting
lakes with different C:P ratios. The study was carried out in four environments (lakes
Frias, Mascardi station 1 and 2 y Guillelmo) with different transparency and C:P ratios
(given by suspended glacial clay). The PGI analysis was carried out with cellulose acetate
gel electrophoresis and the APA was determined by spectrofluorometry. The results
showed that all the individuals were homozygous for PGI, indicating that we did not find
any genetic difference among tested individuals. However, we found plastic responses,
both in individuals coming from the lakes and those from the laboratory grown with
different C:P ratio food. When exposed to higher C:P ratio, individuals of D. commutata
showed a higher APA. The conclusions of this study point out that even thought we could
not observe evolutionary changes (PGI), we detected plastic responses (APA). This
means that D. commutata will respond to changes in the transparency of the lakes due the
glacier recession, in order to maintain their homeostasis.

Key words: adaptation, ecological stoichiometry, evolution, phenotypic plasticity, C:P

ratio
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Introduccion

Introduccion:

El calentamiento global es actualmente incuestionable y estd fundamentalmente
relacionado con el incremento de los gases de efecto invernadero liberados a la atmosfera
en concentraciones mucho mayores a las liberadas en la era preindustrial (IPCC, 2013).
La atmosfera y el océano se han calentado, la cantidad de nieve y hielo ha disminuido y
el nivel del mar se ha incrementado. A su vez, se pronostica un aumento en la temperatura
media en la mayoria de las regiones del mundo para los afios venideros (IPCC, 2013).
Por efecto del cambio climético, los ecosistemas montafiosos de regiones templadas y
frias estan cambiando de manera acelerada (Slemmons et al., 2013). En tal sentido, la
rapida retraccién glaciar es uno de los signos mas importantes del cambio climatico actual
(IPCC, 2013). Por esta razon, se ha pronosticado que la mayoria de los glaciares
desapareceran en las proximas décadas sobre todo aquellos localizados a menor altitud y
latitud (Zemp et al., 2009). Debido a la retraccion glaciar, se produce un cambio en la
movilizacién y transporte de particulas organicas e inorganicas lo que afecta a las
condiciones luminicas de los ambientes acuaticos (Fountain et al., 2012; Sommaruga,
2015). Ademas, muchos nutrientes como por ejemplo, nitrogeno (N) y fosforo (P), que
estaban inaccesibles (retenidos en hielo complejizado con moléculas orgénicas o
formando parte de la roca) son liberados y movilizados por el derretimiento del hielo
(Saros et al., 2010; Fountain et al., 2012; Modenutti et al., 2018).

Los Andes patagdnicos constituyen la mayor region de glaciares de América del
Sur. En particular, en el area hay muchos glaciares relativamente pequefios que han sido
fuertemente afectados por el cambio climatico, tanto presente como pasado (Leiva, 1999;
Masiokas et al., 2008; Rabassa, 2008; Ruiz et al., 2017). Su rapida recesién afectard a la
biodiversidad de estas areas (Jacobsen et al., 2012) con variaciones en la flora y fauna
(Milner et al., 2009; Milner et al., 2011; Bastidas Navarro et al., 2018; Ren et al., 2019).
Asimismo, el agua proveniente de estos glaciares en derretimiento influye en los
ambientes aguas abajo en la turbiedad, disponibilidad luminica y nutrientes que afecta a
las comunidades bioticas (Laspoumaderes et al., 2013; Modenutti et al., 2013; Martyniuk
etal., 2014).

Los aportes de particulas de rocas finamente molidas en lagos influenciados por

glaciares afectan la atenuacion vertical de la luz, y, por lo tanto, pueden influir en el
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desarrollo de las comunidades lacustres tanto de autdétrofos como de heterotrofos
(Modenutti et al., 2000; Hylander et al., 2011; Laspoumaderes et al., 2013; Peter &
Sommaruga, 2016). De hecho, los lagos superiores en las cuencas glaciares en general
tienen una coloracion gris o blanquecina, mientras que los que estdn mas abajo en la
cuenca son menos turbios porque las particulas han decantado (Sommaruga, 2015). Los
mismos efectos generados por la arcilla de origen glaciar se pueden observar dentro de
un solo lago, a medida que la arcilla en suspension disminuye, al alejarse del afluente que
acarrea las particulas (Modenutti et al., 2000; Hylander et al., 2011). En cuanto a los
cambios temporales, en los lagos andinos se ha observado, a lo largo de un estudio de 15
afios, que cambios en la morenas frontales de los casquetes glaciarios del Monte Tronador
han inducido cambios en la transparencia del lago Mascardi (Bastidas Navarro et al.,
2018).

Los ecosistemas lacustres transparentes como los grandes lagos andino-
patagdnicos se caracterizan por poseer altas relaciones luz:nutrientes (Balseiro et al.,
2008). Esto significa que poseen una alta transparencia con una baja concentracion de
nutrientes, y quedan incluidos como ambientes de alta relacion luz:fésforo en el concepto
de Sterner y colaboradores (1997). Esta condicion se traduce en relaciones
estequiométricas sestonicas (se define seston como particulas vivas y no vivas que se
encuentran en suspension en el agua). La luz, en la zona eufética, no es un factor
ecologico limitante para los organismos fotosintéticos; pero las concentraciones de
nutrientes son proporcionalmente muy bajas lo que resulta en limitacidén por nutrientes,
en particular por fésforo (Sterner et al., 1997). Como consecuencia de esto, el seston en
los lagos andinos transparentes presenta altas relaciones C:P (carbono:fésforo) (Balseiro
et al., 2008). Sin embargo, los lagos influenciados por glaciares van a ser afectados en su
transparencia y condiciones luminicas por el ingreso de arcillas glaciares, y esta condicion
va a producir variaciones en la relacion C:P sestdnica (Laspoumaderes et al., 2013). La
estequiometria ecoldgica considera que las proporciones relativas de los elementos
afectan los procesos bioldgicos a través de las interacciones ecoldgicas (Elser & Urabe,
1999; Elser et al., 2000; Sterner & Elser, 2002). Varios estudios han enfatizado que
ciertas diferencias entre productores y consumidores afectan los procesos del ecosistema
acuatico incluyendo los ciclos de los nutrientes, las interacciones troficas, la dinamica

poblacional y la estructura comunitaria (Frost & Elser, 2002; Sterner & Elser, 2002;




Introduccion

Laspoumaderes et al., 2013). En las Gltimas décadas se ha probado que estas relaciones
C:P pueden variar fuertemente dentro y entre las especies de diferentes ecosistemas (Elser
et al., 2000; Elser et al., 2003; Hessen et al., 2013). En este sentido, los herbivoros
habitantes de lagos transparentes van a estar limitados en su crecimiento poblacional por
la calidad estequiométrica (alto C:P) de su alimento (Balseiro et al., 2007). Esta condicion
es bastante limitante para el caso del zooplancton ya que su alimento se presenta con
relaciones C:P diferentes a la de sus requerimientos. Sin embargo, esta condicién puede
variar por el ingreso de arcillas que hacen disminuir la luz y, por consiguiente, disminuyen
la relacion C:P (Laspoumaderes et al., 2013). Actualmente existe evidencia que en los
ambientes glaciares (lagos y rios) las relaciones luz:nutrientes fluctan afectando a toda
la matriz bioldgica regida, a su vez, por sus relaciones elementales (Laspoumaderes et al.,
2013; Martyniuk et al., 2014; Laspoumaderes et al., 2017; Martyniuk et al., 2019a;
Martyniuk et al., 2019b; Ren et al., 2019).

El cladécero Daphnia ha sido estudiado de forma intensiva (Adamowicz et al.,
2004). Las especies de este género son miembros dominantes de las comunidades de
microcrustaceos de los lagos y lagunas de todo el mundo, excepto en los tropicos (Hebert,
1978; Fernando et al., 1987). Constituyen también un grupo de organismos modelos a
nivel taxondmico, ecoldgico y evolutivo (Adamowicz et al., 2004). Argentina alberga una
gran diversidad de fauna de Daphnia, de hecho, los tres subgéneros de este género han

sido descriptos en el pais (Paggi, 1998).

Las especies del género Daphnia poseen tipicamente altos requerimientos de P
(Andersen & Hessen, 1991; Hall et al., 2004). Su crecimiento esta limitado por el
contenido de P, especialmente cuando las relaciones de C:P del seston son superiores a
300 expresadas en relacion molar (Hessen et al., 2002; Urabe et al., 2002), tal como
ocurre en la gran mayoria de los lagos del mundo (Elser & Hassett, 1994). En lagos
andinos, estudios previos Balseiro et al. (2007) han demostrado que las relaciones
sestonicas C:P resultaron ser un factor limitante en el crecimiento poblacional que influye

en la distribucion de D. commutata.

Experimentos realizados en microcosmos con tres diferentes especies del género
Daphnia (lwabuchi & Urabe, 2012) en condiciones de fésforo limitante, demostraron que

aquellas especies con menor demanda de P (mayor C:P somatico) excluyeron
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competitivamente a las especies con altos requerimientos de fosforo (menor C:P
somatico). Esto indica un efecto directo de la estequiometria del alimento sobre el
resultado de la competencia interespecifica entre poblaciones que varian en su demanda
elemental. Asimismo, resultados similares se observaron entre clones de la misma
especie, donde la calidad de la comida influy6 en la habilidad competitiva de los distintos
genotipos de la misma especie (Weider et al., 2005; Seidendorf et al., 2007; Jeyasingh et
al., 2009). La interaccion competitiva entre organismos de la misma especie por la comida
puede estar influenciada tanto por la cantidad como por la calidad de comida disponible
(Tilman, 1982; Grover et al., 1997). Trabajos experimentales con especies de Daphnia
demostraron que la calidad de la comida influye tanto en la competencia interespecifica
como en la intraespecifica entre diferentes especies de este cladocero o distintos genotipos
dentro de la misma especie (clones) (Hessen, 1990; Hessen & Lyche, 1991; Urabe et al.,
2002; von Elert, 2004; Weider et al., 2005; Brzezinski & Von Elert, 2007; Seidendorf et
al., 2007; Jeyasingh et al., 2009).

En relacion con la competencia entre especies de Daphnia, algunos autores han
realizado trabajos experimentales donde demostraron que la habilidad competitiva podria
relacionarse con las enzimas PGM y GPI (fosfoglicerato mutasa y glucosa-6-fosfato
isomerasa, respectivamente) (Weider et al., 2008; Jeyasingh et al., 2009). En particular,
se ha demostrado que los genes codificantes para la enzima GPI son muy importantes en
el metabolismo de la glucosa y del fosforo, dado que intervienen en procesos relacionados
con la glucdlisis y la glucosa fosforilada (Nelson & Cox, 2000; Wheat et al., 2006;
Jeyasingh & Weider, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Reaccidn reversible catalizada por la glucosa-6-fosfato isomerasa

(GPI) de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato.




Introduccion

La condicion de polimorfismo en GPI (Figura 2) tiene considerable valor
ecoldgico (Weider et al., 2008). Experimentos de competencia entre distintos genotipos
de Daphnia sugieren la presencia de fuertes divergencias genéticas (gen-especificas) en
respuesta a diferentes relaciones elementales del alimento (como por ejemplo, C:P), lo
que demostro que diferentes genotipos tendran una ventaja competitiva bajo las diferentes
relaciones de calidad de alimento (Jeyasingh & Weider, 2007). Los autores mencionados
pudieron observar que determinadas configuraciones alélicas de los genes PGM y GPI de
D. pulex fueron competitivamente superiores dependiendo de la disponibilidad de P en la
comida (relacion C:P del alimento). En condiciones de bajo C:P (alta disponibilidad de
P) los clones con heterocigosis en los loci de los genes de GPI fueron competitivamente
superiores, mientras que en condiciones de limitacion por P, los homocigotas desplazaron

a los heterocigotas (Jeyasingh et al., 2009).

o
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Figura 2. Polimorfismo en GPI en un ostrdcodo. Se puede observar que los individuos
heterocigotas presentan maltiples bandas, mientras que los homocigotas sola una.
Tomado de Hebert (1989).

Daphnia commutata es una especie sensible a la concentracion de fésforo del
ambiente (Balseiro et al., 2007). Una respuesta interesante que se observo en esta especie
y otras del género frente al incremento de la relacion C:P (baja concentracién de P) es el
incremento de la actividad de fosfatasa alcalina (APA) (Wagner & Frost, 2012; Wolinski
et al.,, 2016). La fosfatasa alcalina es una enzima frecuente en los organismos y se
encuentra comdnmente unida a la superficie celular o en la fraccion disuelta (Tank et al.,
2005). Esta enzima libera fosfatos unidos a macromoléculas, permitiendo el transporte y

la absorcion celular de P proveniente de los alimentos (Elser et al., 2010; Wojewodzic et
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al., 2011). La APA esta considerada como un indicador de la deficiencia de P en el
zooplancton y la actividad aumenta cuando el alimento es pobre en P (Elser et al., 2010;
McCarthy et al., 2010; Wagner & Frost, 2012). En particular, para D. commutata,
Wolinski et al (2016) observaron en experimentos de laboratorio, que la APA era

dependiente tanto de la calidad del alimento como de la temperatura.

Esta especie habita, entre otros lagos, al lago Mascardi que posee un gradiente de
transparencia a lo largo del brazo Tronador generado por el aporte de arcillas glaciarias
desde los glaciares del Monte Tronador (Modenutti et al., 2000; Hylander et al., 2011;
Laspoumaderes et al., 2013; Modenultti et al., 2013; Laspoumaderes et al., 2017). Debido
a esta variacion en la luz, se establece un gradiente en la relacion luz:nutrientes que se
refleja en la calidad de alimento (C:P) lo que condiciona el éxito de una especie de alto
requerimiento de P, como Daphnia commutata (Laspoumaderes et al., 2013;
Laspoumaderes et al., 2017). Esta especie disminuye su abundancia absoluta y relativa a
medida que el lago incrementa su transparencia y por ende se incrementa la relacion C:P

del alimento.

En base a estos antecedentes de estudio es que se propuso analizar a D. commutata
en relacion a los cambios en la transparencia y en la relacion C:P observados en lagos
andinos debido a la retraccion glaciaria. Para ello, se propuso el estudio en tres lagos con
diferentes aportes de arcillas glaciarias: un lago claro sin aporte, un lago oscuro con gran
aporte y un lago con un gradiente longitudinal en la concentracion de arcillas glaciarias.
Basandose en la condicion de transparencia que genera diferencias en el C:P sestonico
(Sterner et al., 1997; Laspoumaderes et al., 2013) se podria postular la existencia, dentro
de la misma especie de Daphnia, de clones en sectores de mayor o menor transparencia
del ambiente. Seria esperable que clones de D. commutata expuestos a diferentes
condiciones ambientales (por ejemplo, en lagos con concentraciones diferentes de arcillas
glaciarias) presenten variaciones en la actividad o la estructura de algunas enzimas
relacionadas con el metabolismo del P (por ejemplo, APA, GPI) relacionadas con el
metabolismo del fosforo. Por esta razon, en este trabajo, se decidié muestrear tres lagos
(Mascardi, Frias y GuillelImo) donde habita el cladécero D. commutata. Por un lado, el
lago Frias brinda las condiciones de maxima turbiedad con arcillas provenientes del
Glaciar Frias (Monte Tronador) mientras que el lago Guillelmo es un lago claro sin aporte

de arcillas. Por otro lado, se incluye al gradiente natural de luz que existe en el lago
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Mascardi causado por las arcillas glaciarias provenientes del derretimiento de los

glaciares del Monte Tronador (Hylander et al., 2011; Laspoumaderes et al., 2013).
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Objetivos e hipotesis:

El objetivo general de esta tesina es determinar en Daphnia commutata de
ambientes con diferentes niveles de transparencia dada por la retraccion glaciaria, la
existencia de una relacién entre la calidad de alimento (relacion sestonica C:P), la
actividad de la fosfatasa alcalina (APA) y la presencia de isoformas de enzimas del

metabolismo del fosforo.
Los objetivos especificos son:

e Determinar la actividad de fosfatasa alcalina (APA) de Daphnia commutata en
sistemas con diferentes relaciones carbono:fdsforo (C:P).
e Determinar la presencia de isoformas de la glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) en

Daphnia commutata.

Para estos objetivos se han propuesto las siguientes hipotesis con sus respectivas

predicciones:

Hipotesis 1: La relacion sestonica C:P del lago condicionara la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina (APA) de los claddceros filtradores (Daphnia commutata) que en el
habitan.

Prediccion 1: Los individuos de Daphnia commutata provenientes de ambientes
con menor C:P (mayor calidad de alimento) tendran menor actividad de APA. Seria
esperable un incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina a lo largo de un gradiente
de arcillas glaciares (donde la cantidad relativa de P disminuye a medida que aumenta la

transparencia de la columna de agua).

Hipotesis 2: En lagos con diferente turbiedad y diferentes relaciones sestonicas C:P se
observaran clones de Daphnia commutata identificables por diferentes isoformas de GPI.

Prediccion 2: La mayor heterocigosis en los loci de GPI se esperara en los
ambientes con menor relacion C:P sestdnica. Se espera entonces que los ejemplares de D.
commutata colectados en lagos mas turbios, donde hay mejores condiciones de calidad
de alimento (menor C:P) presenten una mayor heterocigosis en los loci de GPI.
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Material y métodos:

Area de estudio

Los lagos seleccionados para el andlisis y comparacion de poblaciones de D.
commutata fueron los lagos Mascardi, Guillelmo y Frias, todos ellos ubicados dentro del

Parque Nacional, Nahuel Huapi, Rio Negro, Argentina (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Lagos muestreados en el PNNH. Al, noroeste del mapa puede visualizarse el lago
Frias, con forma de herradura los dos brazos del lago Mascardi y al, sur del mismo

el lago Guillelmo. Imagen extraida de Google Earth Pro.
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Figura 4. Mapa topografico de los lagos muestreados en el PNNH

El lago Mascardi (41°15'—41°25'S; 71°28'-71°39'W) es un lago de origen glacial,
con una cubeta profunda y margenes bien definidos, con una superficie de 39.2 km2. Es
un lago en forma de V con dos grandes brazos: el brazo oeste (Brazo Tronador,
Zmax=118m) y el brazo este (Brazo Catedral, Zmax=218 m). El extremo que se encuentra
mas al norte del brazo Tronador recibe las aguas del rio Manso superior, que tiene sus
nacientes en el glaciar mas grande (glaciar Manso) del Monte Tronador (3.554 m.s.n.m)
(Laspoumaderes et al., 2013) (Figura 8). Se han registrado fluctuaciones en los glaciares
del monte Tronador desde el afio 1976 y se ha observado una continua y mantenida
recesion de los mismos (Masiokas et al., 2008). Durante los meses mas calidos del afio,
los glaciares descargan una gran cantidad de arcilla glaciaria (Iriondo, 1974), y las
corrientes que drenan el glaciar se clasifican, por esta razén, como aguas blancas (Chillrud
et al., 1994). Las particulas que quedan en suspension causan un gradiente de luz a lo
largo del brazo Tronador del lago Mascardi (Modenutti et al., 2000), dando lugar a
diferencias entre ambos brazos del lago. El brazo Tronador presenta una gran carga de
arcilla suspendida, mientras que el brazo Catedral, tiene aguas mas transparentes y no
posee arcillas glaciares. Como el emisario del lago (rio Manso) se encuentra en la
confluencia de ambos brazos, se mantienen las diferencias entre ambos (Laspoumaderes
et al., 2013). Se tomaron muestras de las poblaciones de Daphnia commutata de dos
estaciones ubicadas en el brazo Tronador, una ubicada muy cerca de la desembocadura
del rio Manso superior y otra en el extremo sur-este del mismo. EI muestreo en este lago

fue realizado el martes 22 de enero del afio 2020 (Figura 5: Fotos 1 y 2).
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Figura 5. Fotos 1 y 2. Imagenes tomadas durante el muestreo en el lago Mascardi, el 22

de enero del afio 2020

Otro lago que recibe los efluentes de los glaciares del monte Tronador es el lago
Frias (40 1S, 71 1IN, 790 m.s.n.m.). Es un lago proglacial de 4,1 km de longitud y
aproximadamente 1.1 km de ancho, que comprende una superficie de 4 km? (Figura 8)
con una profundidad maxima de 75 m. Sus aguas provienen principalmente del
derretimiento del glaciar Frias, que se encuentra a aproximadamente a 7.5 km del lago
homénimo y compone una de las siete lenguas glaciarias argentinas del monte Tronador
(Ariztegui et al., 2007). Se han registrado retracciones del mismo desde el afio 1869,
estimandose que ha retrocedido 800 m de frente desde entonces (Villalba, 1990). Al
provenir directamente del deshielo de este glaciar, las aguas del lago Frias son turbias,
mostrando un color verde aturquesado durante todo el afio debido a las arcillas que
permanecen en suspension en el mismo. En este lago se realiz6 un muestreo el 5 de
febrero del afio 2020 (Figura 4: Fotos 3y 4).
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Figura 6. Fotos 3 y 4: Imagenes tomadas durante el muestreo en el lago Frias, el 5 de
febrero del afio 2020

El lago Guillelmo (41°82°30"" S 71°82°70"" W) es un lago ultraoligotréfico de
100 m de profundidad maxima y una superficie de 5 km? (Figura 8). Se trata también de
un lago glaciar con muy baja concentracion de nutrientes y de carbono orgénico disuelto
(Morris et al., 1995; Modenultti et al., 2018). El lago Guillelmo es el mas transparente de
los lagos estudiados, llegando el limite de la zona eufética aproximadamente a los 32 m
de profundidad (Modenutti et al., 2018). EI muestreo se realiz6 el 19 de febrero del afio
2020 (Figura 7: Fotos 5 y 6).

Figura 7. Fotos 5 y 6: Imagenes tomadas durante el muestreo en el lago Guillelmo, el 19
de febrero del afio 2020
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Trabajo de campo:

En cada lago se determinaron perfiles luminicos desde la superficie hasta los 50
m con un radiémetro sumergible PUV 500B (Biospherical Instruments, San Diego, CA,
USA). Para cada lago, se tomaron muestras de agua con una botella limnoldgicade 2 L a
5 15, 30 y 40 m de profundidad las que fueron transportadas al laboratorio
inmediatamente en oscuridad y en contenedores térmicos, para posteriormente realizar
analisis del contenido sestonico de C y P. En todos los lagos muestreados, se colecto
zooplancton con redes de plancton de 50 um de apertura de malla en barridos verticales
desde los 45 m de profundidad hasta la superficie. Las muestras fueron colectadas vivas
y se colocaron en botellas de plastico, previamente lavadas con HCI 1N y enjuagadas con
agua destilada. Las muestras fueron conservadas en un refrigerador durante su transporte
hacia el laboratorio (1 h). En el caso del lago Frias el procesado del material se realiz6 en

la Estacion Bioldgica de Puerto Blest.

Lago Frias Lago Mascardi Lago Guillelmo

Brazo

% Tronador Brazo

Catedral

1 Km 2 Km 2 Km
EETAUGER =)

Figura 8. Sitios muestreados en los lagos del PNNH. En el lago Frias, se muestra la zona de
muestreo con *. En el lago Mascardi, con el niumero 1 se sefializa el sitio de toma de
datos de la estacion 1y con el nimero 2 la segunda estacion de toma de datos. La

zona de muestreo en el lago Guillelmo se marca con un +.
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Anélisis de laboratorio:

Determinacion de Sélidos totales en suspension (STS):
Se procedid a filtrar un volumen de 1L de agua de los ambientes sobre filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/F (previamente pesados). Posteriormente, los filtros se

secaron durante 48 h a 60°C y por diferencia de peso se obtuvieron los STS en mg L.

Determinacion de C:P sestonico:

En el laboratorio se procedio a determinar la concentracion de C y P particulado
sestonico de cada nivel muestreado. Para determinar la concentracion de carbono
particulado y la de fosforo particulado sestonico se siguié la metodologia utilizada por
Balseiro et al (2008) y Laspoumaderes et al (2013). Para la determinacién del C sestdnico
en el laboratorio se filtrd un volumen de 500 ml del agua colectada para cada profundidad
por filtros de fibra de vidrio (filtros Whatman GF/F) combustionados previamente. Los
filtros se secaron a 60°C durante 48 hs para determinar posteriormente el C. El carbono
particulado sesténico fue determinado con un analizador elemental Thermo Finnigan
EA1112 CHN.

El fosforo particulado sestonico se estimo a partir de la diferencia entre el fosforo
total (PT) y el fosforo total disuelto (PTD). Para ello se utilizaron muestras de agua de
lago sin filtrar (PT) y filtrada a través de filtro Whatman GF/F previamente lavados con
acido, enjuagados y secados (PTD). Las muestras fueron digeridas con persulfato a 125°
Cal.5atm durante 1 h. Las concentraciones de fosforo se obtuvieron a traves del método

de reduccion con acido ascorbico (APHA, 2005).

Las relaciones C:P se calcularon en relacién molar y promediando la totalidad de
muestras (5, 15, 30 y 40 m de profundidad) que fueron utilizadas como réplicas de la
columna de agua. Este procedimiento se aplico porgue el zooplancton realiza migraciones
verticales diarias por lo cual esta expuesto a las diferentes condiciones de la columna de
agua (Balseiro et al., 2007; Modenutti et al., 2018).

Tratamiento de los organismos:
Al arribar al laboratorio luego de las respectivas salidas de campo,
inmediatamente se separaron a los ejemplares de D. commutata bajo microscopio

estereoscopico, y se los coloco en forma individual en tubos Eppendorf con buffer Tris
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HCI (0,09 M, pH=8). Se los congel6 (utilizando la técnica conocida como flash freezing)
en un termo con nitrégeno liquido y luego se los conservo en un ultrafreezer a -80°C. Se

conservaron al menos 50 ejemplares de cada sitio para su futuro anélisis.

Analisis de isoenzimas:

El andlisis de las isoenzimas se hizo siguiendo la metodologia de Hebert & Beaton
(1989). En primer lugar, se prepararon las diferentes soluciones a utilizar, en las
concentraciones requeridas. La solucion del buffer de corrida, Tris Glicina (TG), se
preparo utilizando 3 g de Trizma Base y 14.4 g de Glicina y llevando la solucién a 100
mL utilizando agua Milli Q. Esta solucion se guarda en heladera. Para su uso, se realizd
una dilucidn 1:9 de este preparado de TG en agua Milli Q, esta solucion se guardo en la
heladera. Se prepard también la solucién de Tris HCI 0.09 M pH=8, utilizando 1.11 g de
Trizma Base y 6.20 ml de HCI 1 M, llevando a 100 ml con agua Milli Q.

Para revelar las isoenzimas de GPI, se utilizo:

e 1 mlde Tris HCI pH=8

e 1.5 ml de NAD (dinucle6tido de nicotinamida y adenina), en una concentracion
de 2mg/ml

e 5 gotas de fructosa-6-fosfato, en una concentracion de 20 mg/ml

e 5gotas de MTT (bromuro de metiltiazolildifenil tetrazolio), en una concentracion
de 10 mg/ml

e 5gotas de PMS (metosulfato de fenazina), en una concentracién de 2 mg/ml

e 1.5 ulde G6PDH, en una concentracion de 2000 unidades/ml

e 2 ml de agar en buffer TG

Para todos los casos, se tuvo en cuenta que 250 pL equivalen a 5 gotas. Se tuvo un
especial, cuidado al manipular el PMS, al ser muy fotosensible, es por esta razon también
que, al preparar el cdctel para revelado se lo hizo en un tubo Falcon envuelto en papel

aluminio.

Para realizar las corridas de electroforesis se utilizaron geles de acetato de celulosa
(Titan I1). Se utilizaron los ejemplares de D. commutata colectados en los diferentes lagos
gue se encontraban congelados a -80°C en Tris HCI (0.09 M, pH=8) y ejemplares de un

clon de laboratorio. Se descongelaron los Eppendorf con los ejemplares y, una vez




Material y Métodos

descongelados, se los homogeneiz6 con un sonicador de punto (Sartorius Labsonic M)
(6=0.6, amplitud=8). Se colocaron 60 ml de buffer de corrida (TG) a cada lado de la cuba
para electroforesis. Mientras se llevaba a cabo toda la preparacion, se sumergio a la
lamina de acetato de celulosa en un recipiente con TG agitando con un agitador durante
15 minutos. Se colocd una tira de papel Whatman (previamente recortada en las medidas
adecuadas) en la cuba de electroforesis, permitiendo que la misma haga contacto con el
buffer de corrida a ambos lados de la cuba (Figura 9). Una vez finalizados los 15 minutos,
se retird la lamina de acetato de celulosa del recipiente de remojo y se la coloco sobre un
papel de filtro con el objetivo de retirar el exceso de solucion de buffer de la misma. Se
carg6 a continuacion el aplicador (Helena Laboratories) con 10 ul de muestra (ejemplar
de Daphnia sonicados en Tris HCI 0.09 M, pH=8) y se lo descargd en la cara porosa de
la lamina de acetato de celulosa, a 1 cm del borde del gel. Por cada lamina, se corrieron
8 carriles, encontrandose en cada uno de ellos un ejemplar correspondiente a uno de los
lagos muestreados. La disposicion de los ejemplares en los carriles fue, por ejemplo, la
siguiente: carriles 1 y 2 con muestras de la estacion 2 del lago Mascardi, carriles 3y 4
con muestras de la estacion 6 del lago Mascardi, carriles 5y 6 con muestras representantes
del lago Frias y carriles 7 y 8 con muestras del lago Guillelmo. Una vez cargadas las
muestras, se colocé la lamina de acetato de celulosa en el puente de electroforesis de la
cubeta (por sobre el papel Whatman previamente colocado), con la cara brillante hacia
arriba y el borde cercano a la carga de las muestras hacia el catodo. Una vez finalizado
este procedimiento, se tapo la cubeta y se conectd a la fuente de alimentacion. Se realizo
la electroforesis a una intensidad de 8 mA y a 200 V, durante 15 minutos. Finalizado el
tiempo de corrida, se desconect6 a la cuba de la fuente de alimentacion y se retir6 la
lamina de acetato de celulosa de la misma, colocandola sobre una placa acrilica con el
lado brillante hacia abajo. A continuacion, se coloco sobre la misma el céctel de tincién
correspondiente (preparado previamente) y se lo esparcio por arriba del gel.
Posteriormente, se dejo reposar la ldmina de acetato de celulosa con el mismo en una
estufa a 37°C, durante 20 minutos en oscuridad para permitir el revelado de las bandas.
Finalizados los 20 minutos, se retird la lamina de la estufa y, con un enjuague con agua
destilada, se retird el gel de tincion. El gel fue examinado bajo un transiluminador con
luz blanca toméandose fotografia del mismo para el posterior analisis de las bandas. Los
geles fueron conservados en la heladera en una bolsa pléstica con cierre hermético con

buffer de corrida.
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Figura 9. Tanque de electroforesis. Puede observarse como se coloco el papel
Whatman haciendo que el mismo sea el conductor del buffer de corrida por
la lamina de acetato de celulosa. Puede observarse también la zona de
siembra de las muestras en el gel. Imagen extraida de Herbert & Beaton
1989.

Medicion de actividad de fosfatasa alcalina (APA):

La estimacion de APA se realiz6 en ejemplares provenientes de un experimento
de laboratorio (ver mas abajo) y del campo. En el caso del campo, se seleccionaron 10
ejemplares de cada estacion del lago Mascardi. Para todos los casos (experimento de
laboratorio y ejemplares del campo) antes de efectuar la determinacion se tomoé una
imagen del ejemplar a utilizar bajo microscopio estereoscopico, utilizando el programa
informéatico S-EYE, resolucion 1600 x 1200, utilizando un aumento de 20 x. Las
imagenes tomadas fueron posteriormente analizadas mediante el programa Image-J, con
el objetivo de medir el area en vista lateral de cada ejemplar y posterior calculo de su peso
por regresiones longitud-peso (Balseiro et al., 2008). Esto se realiz6 para poder referir la

APA como unidad al peso seco del ejemplar.

Para medir la APA se siguié a Wolinski (Wolinski et al., 2016) aplicandose el
método de Wagner y Frost (Wagner & Frost, 2012) que consiste en determinar la
produccion de metilumberiferona (MU) a partir de metilumberiferilfosfato (MUP) por
medio de la fosfatasa alcalina del organismo bajo estudio.

Luego de haber sido medido, se coloco a cada ejemplar de Daphnia en un tubo
Eppendorft con 120 pL. de Buffer Tris pH=8. Se homogeneiz6 con sonicador de punto
(Sartorius, Labsonic M, 6=0,6, amplitud=8), con 3 pulsos de un segundo cada uno por

cada individuo. Luego, los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 x RPM a
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4°C (microcentrifuga refrigerada Eppendorf). Una vez finalizado el centrifugado, se
obtuvo el sobrenadante para estimar la APA en un espectrofluorémetro (Perkin Elmer
LS45). El procedimiento consistio en la lectura de la linea de base sin agregado de sustrato
(MUP), midiendo la fluorescencia (360 excitacion y 420 emision) en 120 uL de la
solucion centrifugada durante 2 minutos. Posteriormente, se agregaron 100 pL de sustrato
(MUP) a la misma cubeta y se homogeneizd por inversion. Se volvié a medir la APA
(produccion de MU) durante dos minutos en las mismas condiciones que la linea de base.
La estimacion de la actividad se realizo en base a la pendiente obtenida a la cual se le
sustrajo la pendiente de la linea de base (muestra sin sustrato). Finalmente, la APA se

expres6 como pmol MU/minuto/mg de peso seco.

Experimento de laboratorio:

El experimento se llevd a cabo con ejemplares de D. commutata clénico
provenientes de un cultivo de laboratorio obtenido a partir de una Gnica hembra aislada
de una poblacion del lago Mascardi (PNNH, Patagonia, Argentina). El clon fue mantenido
bajo condiciones de laboratorio (15+1°C y 92 pmol de fotones m™ s, con un fotoperiodo
de 14:10 luz:oscuridad) en medio COMBO (Kilham et al., 1998). La fuente de alimento

fue suministrada por un cultivo de Chamydomonas reinhardtii.

Los cultivos de C. reinhardtii fueron mantenidos en el laboratorio a 15°C, en
medio MBL (Tabla 1) (Guillard & Lorenzen, 1972) y en condiciones de luz PAR (400-
700 nm de longitud de onda e intensidad de 92 umol m=2 s) con un fotoperiodo 14:10 h
(luz:oscuridad). Para preparar el medio de cultivo de las mismas (MBL) se colocd 1mL
de cada componente (Tabla 1) y 1 mL de micronutrientes en 990 mL de agua destilada.
Se agreg6 luego 0.1 mL de la mezcla de vitaminas. A continuacion, se filtré la solucion
en un sistema estéril (utilizando embudo y quitasato) con un filtro estéril de 0.45um de

poro. Se guardo en la heladera hasta su posterior uso.

El experimento consistio en contrastar la actividad de fosfatasa alcalina (APA) de
D. commutata en dos tratamientos con diferentes relaciones elementales C:P. En primer
lugar, se separaron hembras de D. commutata bajo microscopio estereoscopico que
fueron mantenidas en las mismas condiciones hasta que eclosionaran sus huevos. Los
neonatos fueron separados en dos tratamientos con medio de cultivo COMBO-libre de P
(Kilham et al., 1998), disponiéndose 14 neonatos bajo la condicion C:P 150 y 14 bajo la
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condicion C:P 450. La condicion de C:P 150 corresponde al suministro de cultivo de C.
reinhardtii en MBL con la concentracion de P normal del medio (Tabla 1). La condicion
450 corresponde al suministro de alimento con bajas concentraciones de P, que fue
obtenido a partir del medio MBL con el agregado de s6lo 120 puL de K2HPO4 en vez de
1 mL (1/8 de la concentracion original) (Tabla 1). Los dos tratamientos fueron incubados
por dos semanas en el laboratorio bajo las mismas condiciones de temperatura y luz (15°C
y 92 umol m2s?) y cada dos dias se agrego alimento siguiendo a Wolinski et al. (2013)
(1 mg L? de C, estimado por relaciones clorofila/C en el fluorémetro). Como puede
notarse, en ambos cultivos se agregd la misma cantidad de C pero no de P, ya que el
medio de cultivo habia sido previamente preparado con concentraciones bajas o normales
de P.

TABLA 1. Soluciones patron utilizadas para preparar medio de cultivo MBL para C.

reinhardtii.
Componentes g por L de solucion
(en agua destilada)
1. CaCl..2H:0 36.76 ¢
2. MgS04.7H:0 36.97 ¢
3. NaHCOs 12.6 g
4. K:HPO. 449
5. NaNO:s 42.4 ¢
6. Na=Si03.9H.0 28.42 ¢
7. NH4ClI 549
8. Mezcla de micronutrientes
Na:EDTA 4.36 ¢
FeCls.6H-0 3.15¢
CuS04.5H.0 0.01g
ZnS04.7H.0 0.022 g
CoCl2.6H:0 0.01¢g
HsBO3 0.13¢g
MnCl..4H:0 0.18¢
Na:Mo00:.2H-0 0.006 g
11. Vitaminas
Cyanocobalamin (Vitamin B12) 0.005g/L dH0
Thiamine HCI (Vitamin B1) 0.10g/L dH0
Biotin 0.005g/L dH0

Una vez finalizado el experimento, cada individuo de D. commutata de cada

tratamiento se individualizd, se fotografié bajo microscopio estereoscépico y se guardo
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la imagen. Inmediatamente se lo coloco en un tubo Eppendorf y se lo mantuvo en

ultrafreezer a -80°C hasta su analisis.

Analisis de datos

Perfiles luminicos de los lagos:

Los perfiles luminicos se analizaron a partir de los datos obtenidos con el
radiometro sumergible (aproximadamente 10 puntos por metro) para las longitudes de
onda correspondientes a las bandas de luz visibles 400-700 nm (Radiacion
fotosintéticamente activa: RFA). El coeficiente de atenuacion luminica (Kd) se estimo a

partir de la ecuacion de extincion de la luz:
I, = I, X e KaZ

Donde z es la profundidad. A partir del coeficiente Kd, se estimé la profundidad de la

zona eufotica (z10)

In100
219 = K,

Se realiz6 un gréfico de la atenuacion de la luz (RFA) en funcion de la profundidad con

el programa Sigmaplot (Version 14.0).

Comparacién de valores de S6lidos Totales en Suspensién y de C:P sestonico:

Para ambos conjuntos de datos se realiz6 un analisis de la varianza de una sola via
(one-way ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas entre los lagos
y/o estaciones de muestreo. En caso de existir diferencias significativas se aplico un test
a posteriori de comparacion de medias de Tukey. Previo a realizar estos anélisis se
verificd que los datos cumpliesen los criterios de normalidad y homocedasticidad. En
ambos casos, se considerd a los niveles de la columna de agua como réplicas del punto
de muestreo. Esto se utilizé asi ya que los cladoceros estudiados realizan amplias
migraciones verticales diarias (Balseiro et al., 2007) y se consideré méas apropiado estimar
a la columna de agua como un conjunto donde se desplazan estos organismos que a las
profundidades por separado. Desde el punto de vista estadistico, esta consideracion
implica que si existiera una variacion vertical en los diferentes niveles su utilizacion como
réplicas del punto de muestreo podria incrementar la varianza, lo que podria disminuir las

diferencias existentes entre estaciones de muestreo.
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Andlisis de isoformas de glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI):

Tanto los geles de acetato de celulosa realizados para organismos provenientes
del campo como para aquellos cultivados en el laboratorio fueron revelados con el coctel
de enzimas correspondiente y fotografiados con un transiluminador de luz blanca. Se
analizaron las imagenes obtenidas con el fin de observar si los individuos eran
homocigotas o heterocigotas para las isoformas de GPI. Posteriormente se calcula el
porcentaje de organismos homo y heterocigotas.

Analisis de APA:

Se aplicd un t-test para analizar si existia una diferencia significativa entre la
actividad de APA, tanto entre los individuos colectados en las dos estaciones de muestreo
del lago Mascardi como para aquellos de los dos tratamientos del experimento de
laboratorio. Los analisis se realizaron con el programa Sigmaplot (versién 14.0). Previo
a realizar estos andlisis se verifico que los datos cumpliesen los criterios de normalidad y
homocedasticidad. En el andlisis de los individuos cultivados en el laboratorio se
perdieron 5 datos de las mediciones de los individuos del tratamiento bajo C:P (C:P del
alimento 150), y, al no poder repetir dicho experimento (condicion sanitaria dada por la
pandemia de COVID-19), se opto por incluirlo. Esta condicion aislamiento dada por la
pandemia también limit6 la posibilidad de realizar mediciones en los otros lagos

muestreados.
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Resultados:

Perfiles luminicos de los lagos:

Los perfiles luminicos de los lagos muestreados pueden observarse en la Figura
10. Alli puede verse como la radiacion fotosintéticamente activa (RFA: 400-700 nm)

disminuye de manera diferente en funcion de la profundidad de los lagos.
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FIGURA 10. Intensidad de la radiacién fotosintéticamente activa (RFA) en funcion de la
profundidad en los lagos muestreados. La linea punteada indica el limite de la

zona eufotica.

A partir de estos perfiles se calcul6 la zona euf6tica (1% de la RAF en superficie),
resultando el lago Guillelmo el mas transparente con una zona eufética que sobrepasa los
30 m (Figura 10 ver linea punteada). El lago Frias, por el contrario, es el lago mas turbio
de los muestreados, con una zona eufética que alcanza sélo los 10 m de profundidad.
Seguido a este lago, se encuentra el lago Mascardi en la primera estacion de muestreo,
cuya zona eufética alcanza los 14 m de profundidad. El limite de la zona eufotica del
mismo lago en la estacion 2 se incrementa hasta poco menos de los 30 m de profundidad.
La Figura 10 permite observar un claro gradiente en la turbidez de los lagos muestreados:
lago Frias, lago Mascardi en la estacion 1, estacion 2 de este mismo lago y lago Guillelmo,
siendo este Ultimo el mas transparente.
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Sélidos totales en suspension y C:P sesténico:

Los datos obtenidos de sélidos totales en suspensién (STS) y el C:P sestdnico de

los ambientes muestreados pueden observarse en la Tabla 2.

TABLA 2. Solidos totales en suspension (STS) y relacién elemental carbono:fésforo (C:P molar)

en los ambientes muestreados. Los datos se consignan con promedio +Error estandar.

Ambiente Lago Guillelmo | Lago Mascardi | Lago Mascardi Lago Frias
muestreado Estacion 1 Estacion 2
STS (mg LY) 0.53+0.03 2.40 £ 0.96 0.71+£0.19 4.75 £ 0.47
C:P (molar) 339+ 14 163 £ 31 331+70 146 £ 10

El lago Frias es el que posee una mayor cantidad de solidos totales en suspensién
en comparacion a los restantes lagos muestreados, encontrandose 4.75 + 0.47 mg L. Le
sigue al mismo la estacion 1 del lago Mascardi, con 2.40 + 0.96 mg L™ de solidos totales
en suspension. En estos dos casos puede observarse como los dos lagos mas turbios
corresponden su menor transparencia con la presencia de una mayor cantidad de STS.
Situacidn similar se observa para los dos lagos mas transparentes: el lago Mascardi en la
estacion 2 mostré una mayor cantidad de STS (0.71 + 0.19 mg L) que el lago Guillelmo
(Tabla 2: 0.53 +0.03 mg L™).

TABLA 3. Andlisis de la varianza de una via (one-way ANOVA) para los solidos totales en

suspension de los lagos muestreados.

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 3 46.038 15.346 13.011 <0.01
Residual 12 14.154 1.180
Total 15 60.192

El analisis de la varianza (Tabla 3) mostré que existen diferencias significativas
en los solidos totales en suspension de los lagos muestreados (p<0.01). El test de Tukey
realizado a posteriori (Tabla 4) muestra que el lago Frias es el Unico estadisticamente

diferente (en relacién a los solidos totales en suspension) de los lagos muestreados
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(p<0.050 en todas las comparaciones, Tabla 4). El resto de los lagos no difieren

significativamente en los solidos totales en suspensién que poseen.

Tabla 4. Test de Tukey a posteriori de la ANOVA realizada para los STS (Tabla 3). Se
muestra la diferencia de medias y su significancia para cada uno de los pares

comparados. Test realizado con Sigmaplot 14.0.

Comparacion Diferencia de p q P P<0,050
medias

Frias vs Guillelmo 4.220 4 7.771 | <0.001 Si
Frias vs M2 4.040 4 7.440 0.001 Si
Frias vs M1 2.350 4 4.328 0.043 Si

M1 vs Guillelmo 1.870 4 3.444 0.123 No
M1 vs M2 1.690 4 3.112 0.178 No prueba

M2 vs Guillelmo 0.180 4 0.331 0.995 No prueba

En cuanto a la relacién C:P, tanto el lago Guillelmo (339 + 14 molar) como el lago
Mascardi en la estacion mas transparente (331 + 70 molar) mostraron valores similares.
En la estacion 1 del lago Mascardi, la estacion mas turbia de dicho lago, la relacion C:P
sestonica disminuyd, mostrando una relacion C:P 163 + 31. El lago muestreado con una
menor relacién C:P sestdnica fue el lago Frias, con una relacion C:P de 146 + 10 molar
(Tabla 2). El andlisis estadistico (ANOVA de una sola via, tabla 5) mostré que la relacion

de C:P sestonica es significativamente diferente en los lagos muestreados.

Tabla 5. Analisis de la varianza de una via (one-way ANOVA) para la relacion de C:P sestonico

de los lagos muestreados.

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 3 131027.000 43675.667 7.094 0.005
Residual 12 73884.000 6157.000

Total 15 204911
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Tabla 6. Test de Tukey a posteriori de la ANOVA realizada para la relacion C:P sesténica
(Tabla 5). Se muestra la diferencia de medias y su significancia para cada

uno de los pares comparados. Test realizado con Sigmaplot 14.0

Comparacion Diferencia de p q P P<0,050
medias
Frias vs Guillelmo 193.000 4 4.919 0.021 Si
Frias vs M2 176.000 4 4.486 0.035 Si
Frias vs M1 8.000 4 0.204 0.999 No
M1 vs Guillelmo 185.000 4 4.715 0.027 Si
M1 vs M2 168.000 4 4.282 0.045 Si
M2 vs Guillelmo 17.000 4 0.433 0.990 No

En la Tabla 6 puede observarse el test de Tukey realizado a posteriori del analisis
de la varianza de la relacién C:P de los lagos muestreados. Alli se evidencia claramente
la existencia de dos grandes grupos en cuanto a la relacion C:P de los lagos muestreados.
Por un lado, al no observarse diferencias significativas entre la relacion C:P del lago Frias
y del lago Mascardi en la estacion 1 (p=0.999) pero si diferencias significativas en dicha
relacién al compararlos con los otros lagos, estos dos lagos conforman un grupo, que
posee una relacibn C:P menor a los restantes. Por su parte, y al no diferir
significativamente entre si (p=0.990), el lago GuillelImo y el lago Mascardi en la estacién

2 forman otro grupo, con una relacién C:P mayor con respecto al primer grupo.

Andlisis de isoformas de glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI):

Daphnia commutata en el ambiente:

En la figura 11 (a, b, ¢ y d) pueden observarse las imagenes obtenidas al revelar
los geles de acetato de celulosa para la isoenzima GPI para los ejemplares extraidos de
los diferentes lagos analizados. En la primera corrida (Figura 11 a), se utilizaron 4
ejemplares del lago Mascardi de la estacion 1 y 4 ejemplares del mismo lago colectados
en la estacion 2. Se observo una sola banda al revelarse la tincion, por lo tanto, todos los
individuos analizados resultaron ser homocigotas para GPI. En la segunda corrida (Figura
11 b) se analizaron 16 individuos simultaneamente. Los ejemplares del lago Guillelmo
(carriles 1 a4y 11 a 14) mostraron fuertes bandas, y todos demostraron ser homocigotas

para la isoenzima analizada. Por su parte, los ejemplares del lago Frias analizados (carriles
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5 a 8y 15 a 18) mostraron solo una tenue banda en el carril nimero 18. En la tercera
corrida se analizaron, al igual que la corrida anterior, 16 individuos al mismo tiempo. En
los carriles 1 al 8 se corrieron ejemplares extraidos del lago Guillelmo, mientras que en
los restantes ejemplares del lago Frias. Los ejemplares de la primera fila (lago Guillelmo)
mostraron, al revelarse, bandas muy marcadas, todas homocigotas; los de la segunda fila
(lago Frias) revelaron dos bandas muy tenues, ambas de organismos homocigotas. En la
cuarta y altima corrida (Figura 11 d) se analizaron Unicamente ejemplares extraidos del
lago Frias. Las bandas reveladas en todos los casos en que se las pudo visualizar fueron

tenues y no mostraron rasgos de heterocigosis.
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11 12 13 14 15 16 17 18

11 12 13 14 15 16 17 18 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 11. Iméagenes de los geles de acetato de celulosa obtenidas luego de revelar con la tincion

especifica para GPI. a: posicion 1 a 4 Daphnias de lago Mascardi estacion 1, posicion 5
a 8 lago Mascardi estacion 2. B: posicion 1 a4y 11 a 14 lago Guillelmo, posiciéon 5 a 8
y 15 a 18 lago Frias. c: posicién 1 a 8 lago Guillelmo, posicién 11 a 18 lago Frias. d:

corridas en su totalidad de ejemplares obtenidos del lago Frias.
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D. commutata criada en el laboratorio:

En la figura 12 puede observarse la imagen del gel obtenido luego de haber sido
revelado para la observacion de las isoformas de GPI para los individuos cultivados en el
laboratorio. Alli puede verse como todos los ejemplares mostraron ser homocigotas para

la isoenzima analizada.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 12. Imagen de los geles de acetato de celulosa obtenidas luego de revelar con la tincion

especifica para GPI a los individuos de D. commutata criados en el laboratorio.

Anélisis de APA:

APA en el ambiente:

La actividad de la fosfatasa alcalina (APA) fue medida en las dos estaciones del
lago Mascardi (E1 y E2). La estacion 1 (la més turbia de dicho lago) mostré una menor
actividad de APA (Figura 13), teniendo los ejemplares de ese sitio una actividad media
de 0.0548 pmol min* mg™. Los individuos muestreados en la estacion 2 del mismo lago,
gue posee un mayor C:P sestonico (Tabla 2), mostraron una mayor actividad media de
APA: 0.118 pmol min? mg?*(Figura 13). La diferencia en dicha actividad fue
estadisticamente significativa (p<0.001, t=-4.390, con 17 grados de libertad).
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Figura 13. Actividad de APA (umol min't mg') media + error estandar para los ejemplares
colectados en la estaciéon 1 (E1) y estacion 2 (E2) del lago Mascardi. El circulo negro

indica la actividad media de APA y la barra el Error Estandar.

Experimento de laboratorio:

En el experimento de laboratorio realizado con D. commutata bajo diferente
calidad de alimento (C:P 450 vs. 150) se han encontrado diferencias significativas en la
actividad de APA de ambos tratamientos (Figura 14). El tratamiento C:P 450 (baja
disponibilidad de P) tuvo una actividad media de 0.163 pmol min* mg?, mientras que el
tratamiento C:P 150 (mayor disponibilidad de P) arrojé una actividad media de 0.0670
umol mint mg?. Las diferencias resultaron estadisticamente significativas t-test:
p=0.0328, t=2.388 con 13 grados de libertad.
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0.30

0.25

0.20

0.15 {

0.10 -

0.05 {

0.00 -

Actividad de APA (umol min-1 mg-1)

100 150 200 250 300 350 400 450 500

C:P alimento

Figura 14. Actividad de APA (umol min? mg?) media * error estandar para los tratamientos C:P
150 y C:P 450 del experimento de laboratorio. El circulo negro indica la actividad

media para ambos tratamientos y la barra el Error Estandar.
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Discusion:

Los resultados obtenidos muestran que la relacién C:P fue diferente en los lagos
muestreados (Tabla 2). Estas relaciones coinciden con lo esperado, dado que los lagos
con mayor penetracion de luz poseen mayor relacion C:P sestonica, tal como lo predice
la hipotesis luz:nutrientes (Sterner et al., 1997). En nuestro caso, los lagos con una menor
relacién C:P poseen ingresos de agua de deshielo del Monte Tronador (Frias y Mascardi
Estacion 1, Figuras 3 y 8), transportando en suspension arcillas glaciares (“harina”
glaciar) (Ariztegui et al., 2007; Laspoumaderes et al., 2013). La harina glaciar
transportada aporta sélidos en suspension que disminuyen la penetracién de la radiacion
solar (como puede observarse en la figura 10), dejando una zona eufética de menor
tamafo. La zona eufética finaliza cuando se alcanza el limite de compensacion, donde
llega s6lo el 1% de la RFA de superficie y la tasa fotosintética se iguala con la tasa
respiratoria, es decir la produccion primaria neta es igual a 0. En la zona euf6tica hay
fijacién de carbono por organismos fotosintéticos y se produce materia organica
(Produccion primaria neta >0). Por debajo de dicha zona se encuentra la zona afética,
donde la actividad fotosintética no alcanza para compensar la tasa respiratoria
(Produccion primaria neta <0). El lago Frias es el menos transparente de los lagos
muestreados, tiene una menor zona eufética y una menor relacién C:P. Esto se debe a la
concentracion de solidos totales en suspension que posee el mismo, que es la mayor de
todos los lagos muestreados (4.75 + 0.47 mg L™ Tabla 2), a raiz de la gran cantidad de
harina glaciar que en él se encuentra, proveniente del deshielo de los glaciares. Por el
contrario, en los lagos mas transparentes (Guillelmo y Mascardi en la estacion 2) la
disponibilidad de P mostr6 ser baja en relacién a la disponibilidad de C (elevado C:P
sestonico), dado que los mismos se encuentran alejados de la influencia glaciar. Estos
lagos mostraron tener una mayor zona eufética bastante mayor a los anteriores,
localizandose en ambos a profundidades cercanas a los 30 m. Al tener una zona eufotica
de mayor tamafio, en dichos lagos la produccién de C organico es mayor, lo que también

explica por qué es mayor la relacion C:P en ellos.

El anélisis de isoformas de glucosa-6-fostafo isomerasa mostré resultados
similares, tanto para los individuos colectados del campo en los diferentes lagos como

para aquellos cultivados en el laboratorio. Todos los geles de acetato revelaron individuos

homocigotas para las isoformas de GPI (Figuras 11 a, b, c y d y 12). Esto indicaria que
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no se ha podido identificar una diferencia genética en los individuos muestreados para las
isoformas de GPI. Jeyasingh et al. (2009) demostraron que en condiciones de bajo C:P
(alta disponibilidad de P) los clones con heterocigosis en los loci de los genes de GPI
fueron competitivamente superiores. Por el contrario, en condiciones de limitacion por P,
los homocigotas desplazaron competitivamente a los heterocigotas. En nuestro caso no
se podria entonces presuponer diferencias competitivas entre organismos de diferentes

ambientes.

Esta diferencia en la habilidad competitiva entre homocigotas y heterocigotas esta
relacionada con los mecanismos en los que interviene la GPI (Figura 1). Durante la
glucolisis se produce la isomerizacion reversible de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato
catalizada por GPI (Figura 1). La funcion de la GPI afecta a la eficiencia respiratoria ya
que debe mantener niveles bajos de productos intermedios, que puede lograrse
aumentando la actividad especifica de la enzima (Watt, 1986). Boriss (2001) purificd y
caracterizé alozimas de GPI de Daphnia magna y encontrd que los heterocigotos tenian
una actividad especifica mucho mayor en comparacion con los homocigotos. Esta mayor
eficiencia implicaria que con una dieta alta en P (bajo C:P), los heterocigotas podrian
tener una ventaja debido a una mayor eficiencia energética en este paso critico de la
glucolisis. Por el contrario, con una dieta baja en P (alto C:P, es decir, exceso de C tal
como fue observado en los lagos andinos), la ineficiencia energética causada por la menor
actividad especifica de GPI de los homocigotas resultaria en una ventaja ya que se
requeriria mayor consumo de C para obtener igual energia. Algunos estudios sugieren
una estrecha correlacion entre el C:P de la dieta y el rendimiento de genotipos de GPI en
Daphnia, en estado salvaje (Weider & Hobak, 1997), y en condiciones controladas de
laboratorio (Jeyasingh & Weider, 2005; Weider et al., 2005; Weider et al., 2008). Podria
ser posible que una menor eficiencia respiratoria en homocigotas de GPI en condiciones
de alto C:P (es decir, el exceso de C) confiera una ventaja de aptitud, mientras que la
mayor eficiencia de los heterocigotos se seleccionaria en condiciones de bajo C:P. Estos
cambios en frecuencias alélicas en clones, implican un proceso evolutivo de seleccién
natural en los cuales las condiciones ambientales de disponibilidad de P seleccionarian
genotipos especificos mejor adaptados a las condiciones locales (Jeyasingh et al., 2009).
En nuestro estudio, con las limitaciones de numero de casos estudiados, no se pudo

observar diferencias en las frecuencias alélicas en GPI, ya que todos los ejemplares
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analizados resultaron homocigotas. Esto podria interpretarse como una situacién en la
cual la variacion en la disponibilidad de P (los sistemas locales tienen todos baja
concentracion de P) no presentaria situaciones en las cuales, la heterocigosis fuese una
ventaja competitiva, suficiente como para que dicho genotipo aparezca con frecuencia en
las poblaciones. Alternativamente, se podria pensar que independientemente de la
disponibilidad de P, si el alelo no existe en las poblaciones locales, no podria ser
seleccionado. Los estudios realizados en genética de D. commutata, especificamente en
GPI, en la zona de estudio son inexistentes, por lo que estos son los primeros datos y no
podemos asegurar que el locus tenga localmente ambos alelos, por lo que es prematuro

sacar conclusiones en este sentido.

En condiciones de alto C:P, Daphnia no so6lo requiere mas P, pero también
necesita eliminar el exceso de C. La diferencia de eficiencia mencionada en las diferentes
configuraciones genéticas, no es la unica forma de modificar la excrecion de C. Por
ejemplo, Darchambeau et al. (2003) y He & Wang (2008) mostraron que cuando Daphnia
es alimentada con alimento de alta relacion C:P (>300 molar), las tasas respiratorias se
incrementan como una forma de aumentar la excrecion de C para mantener las relaciones
elementales internas (homeostasis estequiométrica). Esta respuesta fisiol6gica permitiria
respuestas rapidas sin necesidad de cambios genéticos que involucran procesos
evolutivos. Similar a los cambios en la respiracion, son los cambios gue se observan en
otras respuestas fisioldgicas como son las actividades de enzimas especificas. Tal es el

caso que se estudio de la APA.

Con respecto al andlisis de la actividad de la fosfatasa alcalina (APA), si pudieron
observarse diferencias significativas entre los grupos contrastados. Los individuos
colectados en la estacion 2 del lago Mascardi (estacion con mayor relacion C:P)
mostraron una actividad de APA mayor a la de aquellos muestreados en la estacion
namero 1 del mismo lago (donde la disponibilidad de P es mayor, dado que la relacion
C:P es menor). Similares resultados se han encontrado en el experimento realizado con
individuos de laboratorio, donde aquellos expuestos a condiciones con una alta relacion
C:P (450) mostraron tener una actividad de fosfatasa alcalina notablemente superior a la
de los organismos con una relacién C:P igual a 150. Los datos obtenidos coinciden con
lo esperado, dado que es razonable que la actividad de la fosfatasa sea mas alta en aquellos

sistemas donde la disponibilidad de P es menor (mayor C:P), dado que dicha enzima
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libera fosfatos unidos a macromoléculas, permitiendo el transporte y la absorcion celular
de P proveniente de los alimentos (Elser et al., 2010; Wojewodzic et al., 2011). Por esa
razén entonces es esperable que los organismos que habiten en sitios con menor

disponibilidad de P sestonico tengan una mayor actividad de dicha enzima.

Al medir la actividad de APA, se ha buscado medir la plasticidad fisioldgica de
D. commutata. Se ha podido observar claramente (Figuras 13 y 14) que los individuos
analizados responden a una presion ambiental: al disminuir la disponibilidad de P
(aumentar la relacion C:P), la produccion de APA ha aumentado. Dicha enzima es
producida en el organismo para poder satisfacer las demandas de P necesarias para sus
actividades metabolicas. Al haber observado que los individuos colectados en el campo
responden de manera similar a los individuos criados en el laboratorio, se puede sugerir
que existe una regulacién fisiologica. Frente a un estimulo (en este caso, el aumento en
la relacion C:P), el individuo disminuye sus concentraciones fisiologicas de P, por lo que
envia sefales celulares que permitan regular positivamente la produccion de APA. Esto
parece ser una adaptacion fisioldgica frente a un cambio ambiental (Wolinski et al.,
2016). En los lagos donde habitan estos individuos, particularmente en el lago Frias y en
la estacion 1 del lago Mascardi, el nivel de turbidez del agua (por lo tanto también su
relacion C:P) varia con las estaciones del afio. En los meses de invierno y primavera, estos
lagos son mas transparentes, dado que los glaciares que alimentan sus afluentes erosionan
menos la roca madre. Como resultado de esta diferente condicién de luz podria observarse
una relacién C:P sestonica mayor que la que se presenta en los meses de verano y otofio,
donde la velocidad de los glaciares aumenta erosionando mas la roca madre. Por lo tanto,
en los meses estivales es probable que la relacién C:P sestonica disminuya mas que en
otros periodos del afio. La plasticidad fenotipica observada en los ejemplares de D.
commutata analizados en relacion a la APA puede entenderse como muy beneficiosa en
las condiciones cambiantes de los lagos en los que habita (menor o mayor C:P sestonico).
Dicha plasticidad podria resultar ser mas beneficiosa que un cambio genético estable
(homocigosis vs. heterocigosis en GPI), dado que estos Gltimos no permitirian adaptarse

tan rapidamente a un ambiente cambiante como los lagos afectados por glaciares.

Cuando una poblacion se enfrenta con nuevas presiones de seleccion, como
pueden ser aquellas impuestas por el actual cambio climéatico (Houghton et al., 2001;

Jones et al., 2001), puede responder basicamente de tres formas. La primera es evadir el
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problema, dispersandose a otros habitats mas adecuados. Por ejemplo, los cambios que
ocurren en el ensamble de nanoflagelados frente al mayor ingreso de arcillas glaciarias
(Schenone et al., 2020). La segunda es ajustarse a las condiciones cambiantes mediante
mecanismos de plasticidad fenotipica, sin alterar su constitucion genética. Esto ha sido
observado en este trabajo en relacion a la APA. La tercera es adaptarse a las condiciones
cambiantes a través de cambios genéticos, siguiendo un proceso evolutivo. Esto dltimo
es observado por Jeyasingh et al. (2009) en Daphnia de Estados Unidos. Mientras que
evadir el sitio cambiante lleva a la extincion local pero con persistencia en otro sitio, la
plasticidad fenotipica y la adaptacion pueden prevenir la extincion local (Gienapp et al.,
2008).

Es muy importante aclarar la diferencia entre las respuestas genéticas (evolutivas)
y fenotipicas (componentes plasticos y no genéticos) para entender el papel que juegan la
plasticidad fenotipica y la genética en la adaptacion de las especies al cambio climatico
(Gienapp et al., 2008). En este trabajo se busco estudiar si existian respuestas genéticas
(al estudiar las diferentes isoformas de GPI) y fenotipicas (al analizar la actividad de
APA) de ejemplares de D. commutata colectados en diferentes ambientes, algunos de los
cuales estan sufriendo claramente los efectos del cambio climatico. La retraccion de
glaciares, especificamente, es uno de los efectos esperados del cambio climético (IPCC,
2013). No se han encontrado diferencias a nivel genético (en las isoformas de GPI), pero
sin embargo, si se han encontrado diferencias fenotipicas. Esto coincide con lo encontrado
en la revision realizada por Gienapp et al. (2008), que demostraron con evidencias
empiricas la existencia de respuestas microevolutivas recientes al cambio climético.
Estos autores indicaron que diferentes rasgos del cambio climatico son claramente
visibles en procesos ecoldgicos, mientras que respuestas similares a nivel microevolutivo
son mas raras en la literatura. Esto podria deberse a que los cambios evolutivos operan a
velocidades ain mas lentas que los ritmos rapidamente cambiantes impuestos por el
cambio climético. Existe muy poca evidencia de adaptacién evolutiva al cambio
climatico, dado que, la mayoria de los casos revisados por Gienapp et al. (2008) muestran
que la mayoria de las alteraciones que son percibidas como adaptaciones microevolutivas
son en realidad respuestas plasticas inducidas por el ambiente cambiante. La plasticidad
fenotipica provee un mecanismo importante para hacer frente a las condiciones

ambientales cambiantes (Bradshaw, 1965; Przybylo et al., 2000), pero existen limites a
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las respuestas plasticas (Pigliucci, 1996; DeWitt, 1998; De Jong, 2005) ya que es muy
poco probable que provean soluciones a largo plazo para los desafios de un cambio

ambiental continuo y direccionado.

Los ecosistemas alrededor del mundo se ven afectados por el cambio climético a
nivel regional, en particular por el aumento de la temperatura. La disminucion en la
cobertura de nieve Yy la retraccion de los glaciares de montafia y masas de hielo en los
ultimos 50 afios es consistente con los efectos del cambio climatico (IPCC, 2013). Se
espera que la mayoria de los glaciares se derritan de manera significativa en las proximas
décadas, y, eventualmente, muchos de ellos desaparecerdn. Ademas de cambiar el
ecosistema glaciar en si, la retraccion de estas masas de hielo también afecta a los
ecosistemas linderos (Laspoumaderes et al., 2017). Su derretimiento implica la erosion
de la roca madre que se encuentra por debajo del glaciar, lo que produce que grandes
cantidades de sedimentos ingresen a los lagos y rios glaciares, originando ambientes
turbios (Zemp et al., 2009). La adaptacién de las especies que alli habitan a estas
condiciones, ya sea mediante mecanismos de plasticidad fenotipica o mecanismos

genéticos sera crucial para garantizar su supervivencia a nivel poblacional a largo plazo.

Es importante destacar, en este contexto, las limitaciones de este estudio: al
carecer de tiempo en el laboratorio por las conocidas disposiciones establecidas por la
condicion sanitaria ASPO, se conté con un numero muy bajo de repeticiones en los
estudios realizados. En el caso de GPI se pudieron correr muy pocos geles y, en particular,
para el caso de lago Frias no se pudieron realizar adecuaciones del método para una mejor
visualizacion de las bandas. Por otra parte, el bajo nimero de ejemplares analizados, si
bien permite sugerir homocigosis, no permitié detectar heterocigotas si estos existieran
en baja frecuencia. Ademas, al estudiar la APA Gnicamente del lago Mascardi, no se
pudo observar si la respuesta plastica observada en este lago frente al cambio de las
relaciones C:P sestonicas se mantenia también en individuos colectados en otros lagos.
Lamentablemente los organismos de los lagos Frias y Guillelmo no pudieron ser
analizados en este trabajo. Seria interesante, en futuros estudios, profundizar los estudios
de GPI y analizar si la respuesta plastica de APA también esta presente en los individuos

del lago Frias y el lago Guillelmo.




Conclusiones

Conclusiones:

Las conclusiones de este trabajo se refieren a la respuesta de las poblaciones de

D. commutata al cambio en la relacion C:P de los lagos en los que habita y la respuesta

de estos individuos del zooplancton a dichos cambios, para mantener sus relaciones

elementales estables.

Se ha podido observar que los lagos analizados en este trabajo mostraron una
diferente concentracion de Sélidos Totales en Suspension, y se han distinguido dos
grupos, entre lagos con alta relacion C:P y lagos que poseen esta relacion mas baja.

No se han encontrado diferencias genéticas, en lo que respecta a isoformas de
glucosa-6-fosfato isomerasa (GP1), entre los organismos analizados de los diferentes
lagos. Por lo tanto, se puede sugerir que los cambios en las relaciones C:P no han
influenciado cambios a nivel genético.

Si se han podido observar cambios de plasticidad fenotipica asociados a cambios en
las relaciones C:P, en lo que respecta a la actividad de la fosfatasa alcalina. Esto
indica que los cambios ambientales en esta relacion son detectados por D.
commutata, quién, en caso que la relacién C:P aumente, envia sefiales a nivel celular
para promover la produccion de esta enzima, y asi poder mantener sus relaciones
elementales internas més estables.

Si bien no se han podido observar cambios evolutivos en respuesta a las condiciones
cambiantes impulsadas por el cambio climatico global, cabe destacar que, si se han
podido detectar respuestas plasticas frente a dichos cambios, evidenciando que los
organismos pueden responder a las condiciones cambiantes de su entorno para

mantener su homeostasis.
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