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Resumen

Las planicies de marea son ambientes altamente productivos y pueden proveer mas
del 50% de la productividad primaria y secundaria en los estuarios. Son sitios importantes
donde se produce la acumulacion, el procesamiento y re-mineralizacion de la materia

organica tanto de origen autéctono como aléctono.

El microfitobentos (MPB) es el mayor componente de la comunidad microbiana de los
sedimentos intermareales en términos de biomasa y produccién, constituyendo una fuente
primaria para la fijacién de carbono en la cadena tréfica, y una fuente sustancial para los
invertebrados bentdnicos. Estos organismos pueden colonizar diferentes tipos de habitats
e interactuar unos con otros, formando comunidades mas o menos complejas como
biofilms y matas microbianas. Estos consorcios microbianos se desarrollan en una amplia
variedad de ambientes marino-costeros incluyendo los sistemas estuariales. Se
caracterizan por su capacidad para proteger y bioestabilizar los sedimentos de la erosion
y desecacion causadas por el viento, las olas y la marea, mediante la segregacion de

sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

El Estuario de Bahia Blanca (EBB) es un ambiente costero eutrofico, localizado en la
zona sur la provincia de Buenos Aires (Argentina) y caracterizado por extensas planicies
de mareas que tienen una gran importancia en los ciclos biogeoquimicos y principalmente
en el ciclo del carbono (C), ya que el MPB que las conforma fija el C inorganico a través
del proceso de fotosintesis y al mismo tiempo puede exudar enormes cantidades de EPS

involucradas en diferentes procesos como la motilidad de los microorganismos.

En esta tesis se abordé el estudio de la dinamica de clorofila a (Cla), materia organica
(MO) y de los nutrientes, conjuntamente con los parametros fisicoquimicos que pueden
influenciar dichas variables. Como zona de estudio se seleccionaron las planicies de
marea de Puerto Rosales (zona media) dentro del EBB donde se desarrollan matas
microbianas.

Se estudié la distribuciéon espacial y temporal de la concentracion de Cla y
feopigmentos y fueron empleadas como un estimador de la biomasa del MPB y el estado
fisiologico de los microorganismos. Los sedimentos de la zona media del EBB
presentaron valores maximos de Cla principalmente durante la época invernal, al igual

que en la columna de agua, donde el fitoplancton presenta un florecimiento.
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Con el fin de analizar la variabilidad espacio-temporal de las EPS en la planicie de
marea bajo estudio, se determind la concentracién del componente mayoritario de las
EPS, que son los carbohidratos. Los carbohidratos coloidales (solubles en agua, FC) y los
capsulares (solubles en EDTA, FCAP) representaron respectivamente el 43% y 57% en la
capa superficial del sedimento, indicando una mezcla de carbono labil y refractario,
mientras que en la capa subsuperficial la FCAP fue la predominante (75%). La maxima
concentracion FC y FCAP fueron registradas cuando la concentracion de Cla fue alta,
indicando la estrecha relacibn que existe entre el MPB y la segregacién de
exopolisacaridos. Ademas, el alto contenido de humedad y el menor tamano de grano

favorecieron la produccién de carbohidratos extracelulares.

Los nutrientes inorganicos disueltos analizados fueron considerablemente mayores en
agua intersticial que en agua superficial, sugiriendo que la planicie de marea podria estar
aportando nutrientes desde los sedimentos hacia la columna de agua por difusion via
agua intersticial. Los nitratos (NO3’) y el amonio (NH4*) fueron el componente principal de

los nutrientes nitrogenados.

La evaluacion de los 8C, §"°N y relacion C:N (~ 6,9) indicaron un origen principalmente
autoéctono de la MO de las planicies de marea de Puerto Rosales asociado a una alta

produccion primaria y excrecion de las EPS.

La alta disponibilidad de nutrientes y materia organica que existe en el area estudiada
conforma el ambiente propicio para el desarrollo de matas microbianas, las cuales pueden
incorporar nutrientes de nitrégeno, fésforo y silicio para llevar a cabo la produccion

primaria.
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Abstract

Tidal flats are highly productive environments and can provide more than 50% both
primary and secondary productivity within estuaries. They are important sites where the
accumulation, the processing and re-mineralization of the organic matter, both

autochthonous and allochthonous, takes place.

Microphytobenthos (MPB) is the major component of the microbial community of
intertidal sediments in terms of biomass and production, constituting a primary source for
the fixation of carbon in the trophic chain; and a substantial source for benthic
invertebrates. These organisms can colonize different types of habitats and interact among
each other, forming rather complex communities such as biofilms and microbial mats.
These microbial consortia are developed in a wide variety of marine-coastal environments
including estuary systems. They are characterized by their ability to biostabilize and
protect sediments from erosion and desiccation caused by wind, waves and tide, through

the segregation of extracellular polymeric substances (EPS).

The Bahia Blanca Estuary (EBB) is an eutrophic coastal environment, located in the
south of the province of Buenos Aires (Argentina) and characterized by extensive tidal
plains that are of great importance in biogeochemical cycles and mainly in the carbon
cycle (C), since their constituent MPB fixes the inorganic C through photosynthesis and at
the same time exudes enormous quantities of EPS involved in different processes like the

motility of microorganisms.

This thesis addresses the study of the dynamics of chlorophyll a (Cla), organic matter
(OM) and nutrients, together with the physicochemical parameters that can influence them.
As a study area, the tidal flats of Puerto Rosales (middle zone) were selected within the

EBB where microbial mats are developed.

The spatial and temporal distribution of Cla and phaeopigments concentrations were
studied and used as estimators of the microfitobentos biomass and the physiological state
of the microorganisms. The sediments of the middle zone of the EBB presented maximum
values of Cla mainly during the winter season, as well as in the water column, where the

phytoplankton presents a bloom.
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In order to analyze the spatial-temporal variability of EPS in the studied tidal flats, the
concentration of the major ESP component, the carbohydrates, was determined. Colloidal
(water soluble, FC) and capsular carbohydrates (EDTA soluble, FCAP) represented 43%
and 57% respectively in the surface layer of the sediment, indicating a mixture of labile
and refractory carbon, while in the subsurface layer the FCAP was the predominant one
(75%). The maximum concentration of FC and FCAP were recorded when the Cla
concentration was high, indicating a close relationship between MPB and segregation of
exopolysaccharides. In addition, the high moisture content and the smaller grain size

favored the production of extracellular carbohydrates.

The dissolved inorganic nutrients analyzed were considerably higher in interstitial water
than in surface water, suggesting that the tidal flat could be providing nutrients from the
sediments to the water column by diffusion via interstitial water. Nitrates (NO3’) and

ammonium (NH4 *) were the main component of nitrogenous nutrients.

The evaluation of 8"C, §"”N and C:N ratio (~ 6,9) indicated a predominantly
autochthonous origin of OM of the tidal flats from Puerto Rosales associated with high

primary production and excretion of EPS.

The high availability of nutrients and organic matter in the studied area creates the
appropriate environment for the development of microbial mats, which can incorporate

nutrients of nitrogen, phosphorus and silicon to carry out the primary production.

Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones

sugeridas por los jurados.

Firma del Director
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Capitulo 1

Introduccion

Contenidos:

Primera Parte: Introduccion general:

Ambientes estuariales

Planicies de marea y el microfitobentos

Matas microbianas y biofilms en ambientes costeros
Sustancias poliméricas extracelulares

Importancia de los nutrientes inorganicos disueltos

Segunda Parte: Area de estudio y antecedentes

Estuario de Bahia Blanca
Puerto Rosales
Hipotesis y Objetivos



Primera parte: Introduccion general

1.1. Ambientes estuariales

Desde el punto de vista geomorfoldgico, existen varias formas de definir un estuario,
siendo una de las méas simples y ampliamente utilizada la propuesta por Cameron y
Pritchard (1963): “Un estuario es un cuerpo de agua costero semicerrado con una
conexion libre con el mar abierto, y en el cual el agua de mar es cuantitativamente diluida
por el agua dulce derivada del drenaje continental”. Sin embargo, una definicibn mas
actual de estos ambientes fue propuesta por Perillo (1995a), quien definié a un estuario
como “un cuerpo de agua costero semicerrado que se extiende hasta el limite efectivo de
la influencia de la marea, dentro del cual el agua salada que ingresa por una o mas
conexiones libres con el mar abierto, o cualquier otro cuerpo de agua salino, es diluida
significativamente con agua dulce derivada del drenaje terrestre, y puede sustentar

especies biolbgicas eurihalinas ya sea por una parte o la totalidad de su ciclo de vida’.

Los ambientes estuariales son altamente dinamicos con una estructura fisica, quimica
y biolégica caracterizada por una elevada variabilidad espacial y temporal. Las
fluctuaciones temporales y los gradientes espaciales en estos sistemas, promueven una
gran variabilidad en las propiedades quimicas y biologicas, tanto del agua como de los
sedimentos. Estos sistemas estan sujetos a continuas variaciones en la velocidad vy
direccioén del viento, la intensidad de la luz, las precipitaciones, el nivel del agua de mary
del agua dulce que llega por escorrentia (Mateus et al., 2008); por esta razén han sido
reconocidos como sistemas Unicos, complejos y altamente productivos, caracteristicos de
las zonas costeras marinas, y que son el escenario de fuertes procesos de interaccion
mar-continente (Chapman y Wang, 2001). En general, estos ambientes ocupan las areas
costeras menos expuestas a la accion del mar abierto, permitiendo el desarrollo de
puertos, facilidades recreacionales o emprendimientos de acuicultura, y actiGan como
sumideros o sitios de transicion de una amplia variedad de sustancias (Por ej.,
contaminantes y nutrientes) entre el agua dulce, la tierra y el mar abierto. Sin embargo,
dentro de los estuarios los procesos dinamicos son significativos imponiendo un marcado
stress sobre la biota (permanente o temporaria), la morfologia y las construcciones (Perillo
y Cuadrado, 2013).



La zona costera Argentina tiene una amplia variedad de estuarios que van desde uno
de los méas amplios del mundo, como el del Rio de La Plata, a uno de los mas pequefios y
de dificil acceso como lo es el de Rio Grande. Debido a los diferentes climas que
caracterizan al territorio argentino, los estuarios muestran diferentes descargas. La
amplitud de marea también varia significativamente, y existen estuarios micromareales
(Por €j., el estuario del Rio de La Plata o del Rio Quequén Salado), mesomareales (Por
ej., el estuario de Bahia Blanca o del Rio Chubut); y macromareales (Por ej., algunos
estuarios de la Patagonia, como el de Puerto Deseado o Rio Gallegos) (Piccolo y Perillo,
1999).

En zonas costeras templadas, como el estuario de Bahia Blanca, los humedales
predominantes son las marismas y las planicies de mareas, los cuales estan muy

influenciados por su flora y su fauna en diferentes niveles (Perillo y Cuadrado, 2013).

1.2. Planicies de marea

Los estuarios y otros ambientes de baja energia son caracterizados por la presencia de
extensas planicies de marea, las cuales estan compuestas por pequefias particulas
minerales (limos y arcillas) que se depositan cuando la energia de las mareas son bajas
(Stal y de Brouwer, 2003). Sin embargo, el aporte de sedimento es significativo y los

eventos de tormenta pueden causar erosion y transporte.

Las planicies de marea son ambientes de escasa pendiente con una morfologia plana,
formadas por una mezcla de sedimentos consolidados y no consolidados, y sin
vegetacion donde se produce una intensa mineralizacion de la materia organica y el
reciclado de nutrientes. Son consideradas areas dinamicas y altamente productivas, las
cuales pueden proveer hasta un 50% de la produccion primaria en los estuarios y por lo
tanto mantener un gran stock de peces y crustaceos, entre otros (Underwood y
Kromkamp, 1999).

Las planicies de marea se dividen en zonas, cada una definida por diferentes periodos
de inundacion y tiempos de exposicion. La figura 1.1 muestra tres zonas, definidas por la

linea de la marea baja y la linea de la marea alta:



intermaraal
bajp
submaraal

Fig. 1.1: Zonas de una planicie de marea (extraido de Noffke, 2010)

- Zona Supramareal: Es la zona mas alta de la planicie de marea y esta por

encima de la linea normal de la marea alta. Se encuentra expuesta al aire la
mayor parte del tiempo debido a que no estd afectada por las mareas
diariamente. A su vez, esta zona se divide en dos areas: una supramareal baja,
gue se inunda aproximadamente cada 15 dias y otra supramareal alta, la cual
se inunda eventualmente en condiciones de sicigia (dos veces por mes) o
durante eventos de tormentas.

- Zona Intermareal: Se encuentra entre las lineas de la marea alta y baja. Esta

area se inunda una vez o dos veces al dia dependiendo del régimen de marea
y del viento. También se sub-divide en una zona inferior y otra superior, siendo
ésta Ultima la que se encuentra entre la linea de marea baja y la parte superior
de la marea alta.

- Zona submareal: Se encuentra por debajo de la linea de marea baja. No se ve

afectada por inundacién y casi nunca permanece expuesta.

1.2.1. Importancia del microfitobentos

El microfitobentos (MPB, del inglés: microphytobenthos) es el mayor componente de la
comunidad microbiana de los sedimentos intermareales en términos de biomasa y
produccion, constituyendo una fuente primaria para la fijacion de carbono en la cadena
trofica. El MPB esta constituido generalmente por organismos fotosintéticos (algas
eucariotas unicelulares y cianobacterias) que crecen dentro de los primeros milimetros

iluminados de los sedimentos y aparecen tipicamente como una sutil coloracién verdosa-



amarronada. Los sedimentos superficiales son una zona de intensa actividad microbiana
y geoquimica, y de considerable reprocesamiento fisico. En ambientes poco profundos
como los estuarios, la biomasa de las microalgas bentdnicas normalmente excede a la

biomasa del fitoplancton en la columna de agua (Macintyre et al., 1996).

Cuando el microfitobentos es abundante, éste puede estabilizar la superficie de los
sedimentos disminuyendo el espacio intersticial (Paterson et al., 1990) y bajo condiciones
de crecimiento favorables (Por ej., luz, enriguecimiento de nutrientes, baja velocidad de
sedimentacién, entre otras) puede producir matas microbianas reconocibles
macroscopicamente, generalmente dominadas por la cianobacteria filamentosa
Microcoleus chthonoplastes, o biofilms de diatomeas epipélicas dominados por
Cylindrotheca closterium en la mayoria de los casos (de Winder et al., 1999; Noffke et al.,
2002; Pan et al., 2013a,b). Se estima que la producciéon anual en biofilms
microfitobenténicos y matas microbianas en planicies de marea varia entre 29 y 314 g C
m? (Underwood y Kromkamp, 1999; Urmeneta et al., 1998), y puede tener un importante
impacto en el flujo de carbono dentro las comunidades bentoénicas y planctonicas (Decho,
1990; Guinder et al., 2015). La estructura del MPB est& determinada por la variacion de
diferentes parametros fisicoquimicos como temperatura, irradiancia, potencial redox (Eh),
pH, y/o nutrientes inorganicos disueltos en agua intersticial (Frank y Stolz, 2009). Una
adaptacion significativa de estos organismos a su ambiente es la secrecion de una amplia
variedad de sustancias extracelulares, denominadas sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), las cuales estan constituidas en un 90% por polisacaridos
(Hoagland et al., 1993) y otras sustancias como proteinas, lipidos y otros lipopolisacéaridos
(Stal, 2010; Underwood y Paterson, 2003). El crecimiento y metabolismo de los
microorganismos fototréficos enriquecen los sedimentos con materia organica. La mayor
parte de esa MO es producida por fijacion de CO, y puede ser liberada al sedimento por
procesos de fermentacion, foto-respiracion, expulsados como solutos o por secreciéon de
EPS (Stal, 2002). Ademas, las cianobacterias, capaces de fijar el nitrégeno atmosférico

(N2), pueden aportar nitrdgeno organico a los sedimentos.

Los sedimentos de las planicies de marea son importantes sitios donde se produce la
re-mineralizacion de la materia organica. Asi, una vez que las poblaciones fototréoficas
declinan, aumenta la actividad catabdlica de las bacterias heter6trofas sésiles, que tienen
la capacidad de incorporar y metabolizar la materia organica a través de la secrecion de

enzimas que hidrolizan los sustratos liberados por el MPB o la materia organica disuelta



(MOD) y particulada (MOP) procedente del medio externo. Las bacterias fermentadoras
inician el proceso catabdlico liberando diversos acidos y alcoholes que son rapidamente
utilizados como sustratos por las bacterias acetogénicas. Los productos resultantes de la
hidrélisis enzimética (nutrientes inorganicos) pueden ser incorporados por diferentes
organismos microbianos, quedar atrapados en la matriz polimérica extracelular o difundir
a la columna de agua como sustancias inorganicas disueltas (Lock, 1993). Se ha
observado que el MPB produce mucho mas productos extracelulares que el fitoplancton, y
el carbono que fluye dentro del “microbial loop” (~ 50% del carbono fotosintético), a través
de la degradacién enzimética de estos productos extracelulares, en el sistema bentonico
supera al del sistema pelagico de la columna de agua (Goto et al.,, 2001; Bhaskar y
Bhosle, 2005).

1.3. Matas microbianas y biofilms en ambientes costeros

Los microorganismos tienen la capacidad de colonizar diferentes tipos de habitats y de
interactuar unos con otros, formando comunidades microbianas mas o menos complejas,
gue pueden clasificarse en dos tipos: a) biofilms microbianos/biopeliculas y b) matas

microbianas/tapetes microbianos.

a) Biofilms microbianos/Biopeliculas

Se definen como

El primero en observar biofilms en los ambientes costeros fue Claude Zobell en
1943; mientras que, en 1995 el grupo del Dr. Costerton los estudié en ecosistemas
de agua dulce. Dichas asociaciones microbianas crecen principalmente sobre
sustratos sélidos como metales, vidrio, plasticos, madera, rocas, sedimentos
gruesos y finos. En ambientes naturales, la mayoria de los organismos
procariontes producen “biofilms” como resultado de una adaptacién al ambiente e

incluso como una etapa de crecimiento (Costerton et al., 1995).



Los microorganismaos que constituyen el biofilm forman microcolonias distribuidas
en un patron controlado dentro de las EPS y no estan estratificados. Esta matriz
mucilaginosa contiene canales y espacios vacios (Fig. 1.2) dispuestos de una
manera que permite que los nutrientes y gases lleguen a todos los miembros del
sistema (Lawrence et al., 1998). El agua puede formar hasta un 97% de la masa
total del biofilm (Krumbein, 1994; Zhang et al., 1998).

Columna de agua

Fig. 1.2: Formacion de canales en un biofilm (extraido de Decho, 2000)

En los biofilms los organismos celulares estan en equilibrio con su ambiente, ya
que el EPS funciona como un buffer contra los factores de stress externos y
pueden moverse libremente dentro de la matriz mucilaginosa. Sin embargo, su
motilidad depende de la viscosidad del EPS; asi cuanto mayor sea la viscosidad,
los organismos la irAn perdiendo, y pueden llegar a quedar inmovilizados
(Sutherland, 2001).

La formacién y desintegracion de un biofilm ha sido descripta por Stoodley et al.
(2002) en 4 etapas (Fig. 1.3):

I) Adsorcion reversible: Los microorganismos plancténicos se adhieren a la
superficie de los sedimentos generando una pequefia cantidad de EPS. Si el
contenido de nutrientes en la superficie es escaso, el biofilm adquiere una
estructura simple y estard conformado por una especie celular. Este proceso se
lleva a cabo bajo condiciones de calma, sin resuspension del sedimento por la
marea. En esta etapa los organismos adheridos inicialmente pueden volver a su

condicion planctonica.



I) Adsorcion Irreversible: Se caracteriza por una secrecién rapida de EPS y la
adhesion irreversible de los organismos a la superficie del sustrato, formando
una monocapa y microcolonias (Danese et al., 2000). En esta etapa comienza a
hacerse importante la comunicacién quimica entre las células que conforman el
biofilm, denominada “Quorum sensing”. La comunicacién se activa cuando la
densidad celular es suficientemente alta (Davies et al. 1998; Fuqua y
Greenberg, 2002; Bassler y Losick, 2006). Actlan pequefias enzimas
(“moléculas senales”) que desencadenan la produccion de EPS y coordinan la
ubicacion de los organismos dentro de la matriz exopolimérica.

I1) Maduracion: Este proceso se da en ambientes donde la concentraciéon de
nutrientes es elevada, permitiendo la formacién de biofiims altamente
complejos. En esta etapa el EPS se reordena para permitir la formacion de los
canales y poros que sirven para el transporte de nutrientes, la cooperacion
metabdlica, evacuacion y eliminacién de residuos. De esta manera los
microorganismos se reproducen y generan mas EPS, aumentando la superficie
de intercambio i6nico y el volumen de la comunidad microbiana que da lugar al
biofilm.

IV) Desintegracion: En esta etapa se produce el desprendimiento de los
microorganismos o incluso de partes del biofilm, que pueden ser transportadas
y depositadas nuevamente en otra zona de la superficie de los sedimentos. Con
este proceso lo microorganismos pueden retomar su vida plancténica. La
desintegracién puede ser provocada por la falta de nutrientes, por una

superpoblacién o por cambios estacionales en el ambiente.

Fig. 1.3: Formacion y desintegracion de un biofiim. 1, 2 y 3 representan las etapas de
adsorcion (I y 11); 4 representa la etapa de maduracion (lll) y 5 representa la etapa de
desintegracion (1V) (extraido de Sanchez Palacios y Torres-Alvarado, 2005).



b) Matas microbianas/ Tapetes microbianos

En la literatura existen varias definiciones y a continuacion se enumeran solo dos

de las mas actuales:

“Las matas microbianas son diversas comunidades de biofilms
altamente estructurados viviendo dentro de los confines de
gradientes geoquimicos marcadamente definidos, que fluctian
predeciblemente durante un ciclo diurno (es decir, 24hs)” (Decho et
al., 2010).

“Las matas microbianas pueden entenderse como etapas avanzadas
del biofilm que forman ldminas/estratos en las superficies de las
planicies de marea, donde se reflejan la interrupcion en la
sedimentacion, o en otros términos, en el tiempo de crecimiento, la
condensacion de la biomasa, y la sucesion biolégica” (Gerdes, 2010).

Estas definiciones hacen referencia a la definicibn dada por Neu (1994): “Las
matas microbianas son por definicién verdaderos biofilms”. Sin embargo, a pesar de
esta unificacion existen algunas diferencias entre estos dos tipos de consorcios
microbianos.

Stoodley et al., (2002) explico la formacidén de las matas microbianas a partir del
desarrollo de un biofilm, que rodea los granos de arena individuales y que se expande
hacia los granos de sedimento adyacentes para formar una capa organica
lateralmente continua y macroscopicamente visible. A medida que el biofilm ocluye
gradualmente la superficie expuesta, diferentes especies comienzan a colonizarlo. En
cuestion de dias y en presencia de un alto contenido de nutrientes, una sucesion de
microorganismos se desarrolla en un ecosistema microbiano complejo de varias
capas en marismas y estuarios (Krumbein et al., 1977; Stal et al., 1985; Stal, 2010),
gue pueden extender su distribucién uniforme a la zona intermareal alta y

supramareal baja (Fig. 1.4)
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Fig. 1.4: Estructura hipotética de una mata microbiana en sedimentos superficiales constituida por un
consorcio de diferentes microorganismos viviendo dentro de la matriz de EPS. Los productores
primarios generan carbono organico disuelto (DOC, del inglés: dissolved organic carbon), el cual es
reducido por la comunidad de heteré6trofos a carbono inorganico disuelto (DIC, del inglés: dissolved
inorganic carbon). Se muestran canales de agua discretos. (A) Cianobacterias entremezcladas con
organismos aérobicos y bacterias reductoras de nitratos. (B) organismos fotosintéticos oxidantes de
sulfuros y no coloreados. (C) Lisis celular y bacterias reductoras de sulfatos. (D) Minerales de sulfuro.
Las flechas abiertas de color blanco representan los flujos dentro de la mata, mientras que las flechas
cerradas de color gris representan los metabolitos excretados (extraido de Konhauser, 2007).

La biomasa de los microorganismos que conforman la mata puede representar
hasta el 90% de la materia organica durante la etapa de formacién inicial y disminuir
hasta un 10% cuando esta bien desarrollada (Christensen y Characklis, 1990). Las
matas microbianas son sistemas vivos y por lo tanto temporales. En su estado final, la
mata puede fragmentarse en pequefias porciones que son transportadas por las
corrientes y mareas. Estos fragmentos pueden disolverse completamente liberando
las células individuales dentro de la columna de agua o re-depositarse en otro sitio,

donde puede servir como nucleo para la formacion de una nueva mata microbiana.

A nivel mundial, los dos tipos de comunidades microbianas descriptas anteriormente
se desarrollan sobre planicies de marea y playas, con baja pendiente y sedimentos finos
(Stal, 2012). Cubren un gran numero de superficies costeras, siendo las especies de
cianobacterias dominantes Coleofasciculus (Microcoleus) chthonoplastes y Lyngbya
aestuarii (Severin y Stal, 2008; Bolhuis et al.,, 2014). Estos organismos son los
constructores de las matas microbianas costeras produciendo biomasa, EPS y materia
organica, que forman la base de la red trofica y soportan una gran diversidad de grupos

funcionales de los microorganismos (Stal et al., 1984; van Gemerden, 1993; Bebout y
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Garcia-Pichel, 1995; Guerrero et al., 2002; Abed et al., 2008; Dijkman et al., 2010; Severin
et al., 2010; Bauersachs et al., 2011; Gobet et al., 2012).

Por lo general, las cianobacterias son consideradas los organismos pioneros en la
formacion de las matas microbianas, debido a que pueden adaptarse facilmente a los
cambios y fluctuaciones de las condiciones del ambiente y a su capacidad para usar el N,
como fuente de nitrégeno (Gerdes, 2010; Noffke, 2010; Stal, 2012). Sin embargo, las
diatomeas a menudo suelen estar presentes en las matas microbianas (Mir et al., 1991;
Yallop et al., 1994; Stal, 2002; Bolhuis et al., 2013; Cuadrado et al., 2015).

Las areas intermareales y supramareales son ambientes extremos por diferentes
razones. Debido a que las planicies de marea son inundadas en forma irregular, ellas
experimentan fuertes fluctuaciones en la salinidad (variando desde condiciones de agua
dulce, después de las lluvias, a condiciones hipersalinas moderadas, luego de una
desecacion prolongada), asi como grandes cambios en la temperatura. Como
consecuencia de las extremas condiciones que experimentan los sedimentos, el rango de
organismos capaces de vivir en este tipo de ambientes es limitado. La casi ausencia o
exclusiéon de organismos superiores que puedan ejercer pastoreo sobre las matas y
biofilms permite que las cianobacterias y las diatomeas se acumulen en la superficie de
los sedimentos (Stal y Caummette, 1994; Fenchel, 1998; Stal, 2002; Seckbach y Oren,
2010).

La influencia del viento sobre las planicies de marea juega un rol fundamental en la
dinAmica de estos ambientes y las olas tienen una gran importancia en los procesos de
erosion, transporte y deposicion de los sedimentos en el sistema. Sin embargo, las matas
microbianas se desarrollan durante periodos de “latencia”, es decir, cuando la erosién y la
deposicion de los sedimentos es baja (Noffke, 2010). Las matas ocurren en lugares
donde generalmente las corrientes de marea son suaves y tienen poco efecto sobre la
geomorfologia del ambiente, y es favorecida por la presencia de granos de cuarzo finos,
limpios y transparentes (Noffke et al., 2002).

Segun Noffke (2010), las poblaciones microbianas descriptas en la seccién 1.3. y que
se desarrollan sobre planicies de marea, pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo a
los cambios hidrodinamicos que las afectan. La distribucion especifica depende del rango
de mareas y puede hallarse una sucesién lateral entre la zona intermareal baja y la zona

supramareal alta.
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Biofilms: Se desarrollan en la zona intermareal baja y no da lugar la formacién de
matas debido a que los sedimentos son constantemente removidos por la marea.
Presentan estratificacion cruzada y una laminacion plana. Estas estructuras
sedimentarias registran las condiciones dinamicas turbulentas y presentan restos de

bioclastos y otros detritos de pequefios tamafios.

Matas microbianas endobentonicas: Ocurren en la zona intermareal alta
estabilizando las ondulaciones que se forman sobre la superficie como producto de
las mareas y pueden permanecer fijas durante dos meses aproximadamente. En esta
zona la mata se desarrolla sobre los primeros milimetros del sedimento. Su presencia
esta dada por una coloracion azul verdosa brillante de los sedimentos. Se ha
observado que se desarrollan en primavera, florecen en verano y se descomponen
hacia el otofio. Generalmente es dominada por las cianobacterias filamentosas

Lyngbya aestuarii y Oscillatoria limosa.

Matas microbianas epibentonicas: Se desarrollan sobre la superficie de los
sedimentos y pueden alcanzar un espesor de hasta 1,5 cm. Las planicies de mareas
cubiertas por este tipo de matas presentan un aspecto plano. Son encontradas
tipicamente en la zona supramareal. Pueden permanecer intactas entre dos
semanas, en la zona supramareal baja, y varios meses en la zona supramareal alta.
Este tipo de matas es dominada usualmente por la cianobacteria Microcoleus
chthonoplastes asociada a otras especies filamentosas como Oscillatoria limosa,
Lyngbya aestuarii y Phormidium spp. y con menos frecuencia Spirulina sp. A
diferencia de las matas endobéntonicas, estas se desarrollan durante la primavera y
el verano y se las considera perennes dado que no se descomponen durante el

otoro.

Estas comunidades microbianas pueden desarrollarse en una amplia variedad de
ambientes como estuarios, ambientes geotermales, playas y las grandes cubiertas de
hielo de la Antartida. Asimismo, se han observado ensambles microbianos asociados a
particulas organicas e inorganicas suspendidas en el ambiente marino (nieve marina)
(Bhaskar y Bhosle, 2005). Los biofilms y matas microbianas también se han desarrollado
en zonas sujetas a la influencia de actividades antropogénicas, como los ambientes

extremos que se forman en los drenajes acidos de las minas, donde participan del ciclo
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del azufre, y el tratamiento de aguas residuales, mantos acuiferos contaminados con

petroleo y donde existe una alta actividad nitrificante.

1.4. Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS)

Las EPS son polimeros que se depositan fuera de la célula microbiana y constituyen
un componente fundamental en los biofilms y las matas microbianas. Estos polimeros
estan compuestos principalmente por carbohidratos, pero muchos contienen otros
componentes como proteinas, ADN vy glicolipidos (Stal, 2011). Las EPS estan
involucradas en la adhesion de los microorganismos al sustrato, siendo el agente
estructural primario de los ambientes microbianos, ya que constituyen la matriz en la cual
los organismos se encuentran embebidos (Decho, 2000).

Muchos microorganismos, tanto fotétrofos como heteré6trofos, pueden producir estos
exopolisacaridos. Las diatomeas marinas bentonicas y las cianobacterias forman tres

tipos de sustancias poliméricas:

0] son compuestos intracelulares que sirven de almacenamiento.
(i) polisacéridos que envuelven la pared celular.
(iii) polisacaridos libres en el medio.

Los polisacaridos enddgenos estan formados por polimeros de glucégeno, que
consisten en moléculas de glucosa o (1-4) y a (1-6) unidas. Los polimeros capsulares
pueden sub-dividirse en: (a) polisacaridos bien estructurados que rodean la pared celular
formando una vaina que refleja la forma de la célula y (b) polisacaridos menos
estructurados, que se encuentran fuera de la vaina formando capas externas, pero que se
mantienen asociados a los organismos y se los denomina glicolaxis. Estan asociados al
crecimiento y la sintesis celular. Los polisacaridos que forman el mucilago, se encuentran
débilmente adheridos o no adheridos a los microorganismos e incluso pueden ser
exudados libremente en el medio circundante. Es la fraccibn menos condensada y
probablemente se produce como resultado de un crecimiento desbalanceado con el fin de
disipar el exceso de energia y estd conectada a vias metabdlicas desasimilatorias. Los
polimeros coloidales y los que forman el glicolaxis son considerados como polisacaridos
extracelulares o exopolisacaridos. Sin embargo, las diferentes fracciones generalmente no

son bien definidas y dependen principalmente de los métodos de extraccion utilizados
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para determinar la concentracion de las EPS (Staats et al., 2000a; Underwood y Paterson,
2003; de Brouwer et al., 2006; Stal, 2010; Rossi y De Philippis, 2015).

Las EPS son un componente ubicuo de los ecosistemas marinos. Su produccion es
altamente variable (Pierre et al., 2014) y depende de varios factores tales como, la fase de
crecimiento celular, la fotosintesis e irradiancia, la biomasa, los ritmos de migracion
vertical, temperatura, humedad, salinidad, el contacto con metales pesados y la
disponibilidad de nutrientes (Staats et al., 2001; Wolfstein y Stal, 2002; Underwood y
Paterson, 2003; Hanlon et al., 2006; Steele et al., 2014; Rossi y De Philippis, 2015).

Gran parte de los polisacaridos que forman las EPS son heteropolisacéridos
compuestos por diferentes monosacaridos. Han sido reportadas EPS constituidas
solamente por azlcares neutros (Taylor et al., 1999; de Winder et al., 1999; Bellinger et
al., 2005; Urbani et al., 2012) y otras que contienen importantes cantidades de acidos
urénicos, como el D-galacturénico y D-Glucoroénico (de Brouwer et al., 2003 y 2005; Pierre
et al., 2012; Shniukova y Zolotareva, 2015) o aminoazuicares como la glucosamina (de
Brouwer et al., 2005; Barnech Bielsa et al., 2016). De acuerdo a su composicion y a los
grupos funcionales presentes las EPS pueden poseer caracter hidrofébico o hidrofilico
(Decho, 1994).

Han sido descriptas muchas funciones para las sustancias poliméricas extracelulares y

algunas de ellas se detallan en la tabla 1.1I:

Tabla 1.I: Descripcién de las propiedades y funciones de las EPS

Depende de las caracteristicas hidrofébicas de las EPS, ayuda
a los organismos a adherirse a superficies sélidas

Protege a los organismos de la desecacién, el pastoreo, las
sustancias téxicas, la radiacion UV-A/B y las variaciones de

Adhesién/inmovilizacion

Proteccion contra
estresores ambientales

pH y salinidad
Bioestabilizacion Aumenta la resistencia de los sedimentos a la erosion
Motilidad Ayuda al desplazamiento y propulsion de los organismos
Eloculacion Entrampa particulas de arcillas y disminuye la turbidez del
agua
Protege los sitios hidréfobicos de la envoltura celular y le
Emulsion permite a la célula cambiar entre naturaleza hidréfobica e
hidrofilica
(Anti)-Calcificacién Puede inducir o no la precipitacién de CaCOs (litificacion)
Quorum sesing Ayuda a la comunicacion entre las células

Actiian como biofloculantes de metales, radionucleidos y otros

compuestos contaminantes

Reposicion de Contribuye a la re-mineralizacion de nutrientes y sirve como
nutrientes fuente de C para organismos heterétrofos

Bioremediaciéon
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Las EPS juegan un rol fundamental en la adhesién de los organismos celulares a la
superficie del sustrato durante la formacién del biofilm y/o mata microbiana, y en la
bioestabilizacién de los sedimentos que colonizan (Paterson et al., 1994; Yallop et al.,
1994).

Los organismos de estos ambientes a menudo estan sujetos a la desecacion. Las EPS
pueden retener grandes cantidades de agua y formar un gel que estabiliza los
componentes macromoleculares y la estructura de los microorganismos que las producen,
ayudando a superar grandes periodos de sequia mediante la formacion de enlaces por
puente de hidrégeno con las proteinas y los lipidos y el ADN de la membrana celular. De
esta manera sustituyen el agua que rodea las células (Caiola et al., 1996; Potts, 1994;
Rossi y De Philippis, 2015).

Algunas de las EPS de las cianobacterias pueden ser hidrofobicas debido a la
presencia de grupos acetilos, restos de péptidos o desoxiazucares que determinan las
propiedades emulsionantes y reoldgicas de estas sustancias y mejoran la adhesion de
estos organismos a las superficies solidas (Neu, 1990 y 1992; Decho, 2010).

Las EPS con caracter hidrofilico incluyen grupos funcionales como carboxilo (R-
COOH), hidroxilo (R-OH), amino /R-NH,), sulfonatos (R-SO3H), fosfatos (R-PO,) y sulfatos
(R-O-SOzH) especialmente importantes en la interaccion molécula-molécula y con las
particulas de sedimento, en el enlace de metales y en la capacidad de conducir la
precipitacién érgano-mineral (Decho, 2010; Stal, 2012). Las EPS con mayor cantidad de
acidos urénicos son mas eficientes en la estabilizacion del sedimento (Stal, 1994) y en la
retencion de agua (Decho, 1994). Las EPS funcionan como quelantes de cationes, ya que
la presencia de grupos hidroxilo y/o carboxilo enlazan fuertemente al Ca?' y otros
cationes, tales como el Mg? inhibiendo la precipitacién del CaCOs.

Las cianobacterias bentonicas pueden secretar floculantes, exopolimeros que
producen fléculos unidos a particulas de detritus y otros materiales que se encuentran en
la columna de agua. Estos floculos finalmente sedimentan, disminuyendo la turbidez del
agua vy, por lo tanto, mejoran las condiciones para los fotétrofos benténicos (Bar-Or y
Shilo, 1987 y 1988; Bender et al., 1994).

Se considera que las EPS que forman el mucilago son generalmente producidas
debido a un crecimiento desbalanceado causado por deficiencia de nutrientes (Lange,
1976; Stal, 2010). Asi por ejemplo, la escasez o déficit de nitrégeno y/o azufre resulta en

el estancamiento de la sintesis de proteinas y aminoacidos, mientras que la capacidad
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fotosintética y la fijacion de CO, permanecen inalteradas. Bajo tales condiciones, las
cianobacterias y las diatomeas pueden acumular grandes cantidades de glucégeno (Allen
y Smith, 1969; Lehmann y Wd&ber, 1976). Debido a que la capacidad de almacenamiento
de esta EPS enddgena es limitada en los microorganismos, parte de las EPS es exudada
al medio como compuestos extracelulares, quedando disponibles para el resto de la
comunidad microbiana (Stal, 2010).

Existe una rapida transferencia del carbono fijado por fotosintesis dentro de las EPS 'y
luego dentro de los organismos heter6trofos (Goto et al.,, 2001; Bellinger et al., 2009;
Oakes et al., 2010). Los polisacéaridos de bajo peso molecular y otros carbohidratos son
rapidamente degradados por las bacterias bajo condiciones aerobias, seguido por la
utilizaciéon de los constituyentes mayores de las EPS coloidales y menos solubles de las
EPS capsulares (Giroldo et al., 2003; Goto et al., 2001; Haynes et al., 2007; Hofmann et
al., 2009). También se ha observado la presencia del carbono de las EPS en los
fosfolipidos de acidos grasos (Bellinger et al., 2009; Gihring et al., 2009; Middelburg et al.,
2000) y en el ARN de varios grupos de bacterias (Taylor et al., 2013).

Por otra parte, esta matriz organica extracelular estd en constante modificacion y
puede dejar los sedimentos mediante solubilizacién en agua, debido a cambios en los
pardmetros fisico-quimicos, la degradacién bacteriana o por el consumo de invertebrados
(Underwood y Paterson, 2003; Haynes et al.,, 2007). Algunos exopolisacaridos son
recalcitrantes a la degradacién microbiana, mientras que otros no. Decho et al. (2005)
observé que las EPS de las matas microbianas, que son recientemente formadas pueden
ser rapidamente transformadas (dentro de las 12 horas) por degradacién de organismos
heterétrofos, particularmente por las bacterias sulforeductoras. Estas bacterias degradan
preferentemente compuestos organicos de bajo peso molecular como acetatos, lactatos y
etanol, por lo que la degradacion puede ser incompleta causando la acumulacién de
polimeros mas refractarios enriquecidos en nitrégeno (Stal, 2012). Un modelo similar fue
propuesto por Stal (2010) en biofilms de diatomeas, las cuales generan EPS enriquecidas
en glucosa. Dado que este monosacarido es el componente principalmente utilizado vy
degradado, los biofilms se enriquecen con 4cidos urénicos los cuales se acumulan y son
mas refractarios.

La produccion de una mezcla de carbono labil y refractario en biofilms y matas
microbianas genera condiciones adecuadas que favorecen las interacciones bacterias-

MPB en los sedimentos de las planicies de marea (Agogué, et al., 2014). Ademas, ha sido
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reportado por McKew et al. (2013) que un diverso consorcio de microorganismos
(incluyendo la coexistencia de reductores de sulfatos y metandgenos) puede degradar
tanto el carbono I4bil como el refractario derivado del MPB y que la degradacion
anaerobia es el principal destino de los componentes estructuralmente mas complejos de
las EPS producidas por el MPB.

La excrecion de materia organica por estos consorcios microbianos claramente es
crucial en el ciclo del carbono. El exceso de carbono liberado al medio como EPS también
puede ser utilizado por las mismas cianobacterias y diatomeas, constituyendo un pool
dinamico de los recursos extracelulares en matas microbianas (Taylor et al., 2013; Stuart
et al., 2015).

1.5. Importancia de los nutrientes inorganicos disueltos

Las microalgas bentbnicas que colonizan la superficie de las planicies de marea,
generalmente diatomeas y cianobacterias, son los productores primarios involucrados en
la asimilacion y el reciclado de nutrientes (McGlathery et al., 2004). La importancia de los
nutrientes para el MPB radica en parte en el tipo de sedimento. Los sedimentos finos
cohesivos generalmente presentan un alto contenido de materia organica, con elevadas
velocidades de mineralizacion bacteriana y altas concentraciones de nutrientes
inorganicos disueltos en agua intersticial (Heip et al., 1995; Underwood y Kromkamp,
1999). Gran parte de los ciclos biogeoquimicos, que son fundamentales para la
descomposicién de la materia organica, son controlados por las comunidades microbianas
(Atlas y Bartha, 2002; Galloway, 2005), y la biomasa del MPB es la que regula la
transformacion y almacenamiento de nutrientes (Reddy y DelLaune, 2008). El proceso de
fotosintesis y la asimilacion de nutrientes llevada a cabo por el MPB tiene un fuerte
impacto en las vias de mineralizacién y regulan la magnitud de los flujos de nutrientes en

la interfase agua-sedimento (Hochard et al., 2010).

Las matas microbianas y los biofilms que se desarrollan en ambientes costeros estan
intimamente relacionados con los ciclos biogeoquimicos de los elementos, ya que todos
los nutrientes inorganicos disueltos en agua intersticial pueden circular entre los canales y
poros que se forman entre las particulas de sedimento y la matriz exopolimérica (Fig. 1.4).
Los ciclos de los nutrientes en las matas microbianas son en gran medida cerrados,

aunqgue pueden existir pequenos flujos de elementos que se intercambian con la gedsfera,
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biosfera y atmosfera (Stal y Noffke, 2011). Los nutrientes inorganicos disueltos pueden
ser transferidos desde la columna de agua hacia el agua intersticial y viceversa, a través
de procesos de difusion. Esto se produce por medio de gradientes de concentracion,
desde la zona méas concentrada a la zona de menor concentracion. Sin embargo, el flujo
vertical dentro de las matas puede verse dificultado dentro de los primeros milimetros,
debido a que las EPS disminuyen la velocidad de difusion de los iones contribuyendo de
esta manera a enlazar y almacenar los nutrientes necesarios para sostener la produccién
primaria (Jgrgensen, 1994; Paerl y Pinckney, 1996). EIl proceso de difusién molecular se
da a una pequefia distancia de la superficie de la mata (~ 1 6 2 mm) y a esta delgada
capa de la columna de agua, se la denomina Capa difusiva limite. La difusion de iones y
de pequefias moléculas dentro de la mata es significativamente menor cuando pasan a
través de la matriz exopolimérica, comparada con la difusién de las mismas moléculas

dentro de la columna de agua (Jgrgensen, 1994).

Los flujos bentdnicos de nutrientes y finalmente su distribucién espacial y temporal
pueden ser afectados por la concentracion localizada de los iones, la composicién de las
EPS, las concentraciones de los aniones y cationes competitivos presentes, y por factores
ambientales como la temperatura, la disponibilidad de oxigeno, el contenido de materia
organica y la granulometria de los sedimentos (Decho, 1994, Wilson y Brennan, 2004;
Ospina-Alvarez et al., 2014).

El MPB regula los flujos por incorporacion directa de nutrientes inorganicos (NOg,
NH,", PO,* y DSI) y organicos disueltos. En los sedimentos inter y supramareales, en
donde la luz no es limitante, se desarrollan densas poblaciones de cianobacterias
benténicas fijadoras de nitrégeno que pueden contribuir con la fijacion de nitrégeno
atmosférico (N,) (Stal, 2012). En matas microbianas se han reportado velocidades de
fijacion de N, que varian entre 0,8 g N m? afio y 76,0 g N m? afio™* (Herbert, 1999).

Generalmente se asume que la produccién primaria de los ambientes marino-costeros
estd limitada por nitrégeno y/o fésforo. En particular, las matas microbianas que presentan
una biomasa densa y compacta a menudo experimentan escases de nitrégeno. Existen
muy pocos estudios del fésforo (P) en estos ambientes. Sin embargo, el P es
indispensable para el crecimiento y la actividad metabdlica de los microorganismos. Este
forma parte del ATP, ADP, los &cidos nucleicos (ADN y ARN) vy los fosfolipidos, y esta
involucrado en una gran variedad de reacciones geoquimicas que son importantes para

los microorganismos (Stal, 2002). Tanto las cianobacterias como las diatomeas pueden
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obtener el P del PO,*> o de un amplio rango de moléculas organicas, lo que depende
ademas del tipo de especie (Whitton et al., 1991 y 2005).

La concentracion y disponibilidad de nutrientes en este tipo de ambientes también
influye en la produccion de las sustancias poliméricas extracelulares. Varios autores han
reportado que la limitacién de nutrientes estimula la sobre-produccion y/o acumulacion de
exopolisacaridos debido a un crecimiento desbalanceado de los organismos fototréficos
(de Winder et al., 1999; Staats et al., 2000b; Aslam et al., 2012). Ademas, la limitacién de
nutrientes también afecta la composicién de monosacaridos de las EPS (Underwood et
al., 2004).

A pesar de la importancia que tienen los nutrientes, para que estos consorcios
microbianos se desarrollen y prosperen, los estudios acerca de las concentracion de
nutrientes inorganicos disueltos en agua intersticial son ain muy escasos y recientes (Al-
Raei et al., 2012; Spetter et al., 2015a; Fan et al., 2015). La mayoria de los estudios en
matas microbianas se han centralizado en el ciclo del C, Ny S (Stal y Caumette, 1994;
Seckbach y Oren, 2010; Whitton y Potts, 2012).

Segunda Parte: Area de estudio y antecedentes

1.6. Estuario de Bahia Blanca

El estuario de Bahia Blanca (EBB, 38° 45’- 39° 40°S; 61°45’- 62°30°'W) se encuentra
ubicado en la zona suroeste de la provincia de Buenos Aires, Argentina (Fig. 1.5). El
mismo esta formado por una serie de canales de marea orientados en direccion noreste a
sureste, entre los cuales se destaca el Canal Principal de Navegacion, y separados por
extensas planicies de marea, parches de marismas e islas (Perillo, 1995h). La superficie
total del sistema es de aproximadamente 2300 km?, de los cuales 1150 km? corresponden
a zonas intermareales, 740 km? a zonas submareales y 410 km? son islas (Piccolo et al.,
2008).

El EBB presenta una forma triangular o de embudo y es considerado un estuario
mesomareal, con una amplitud media de marea que varia entre 2,2 m en la bocay 3,5 m
en la cabecera (Perillo et al. 2001). Las mareas son la principal fuente de energia del
estuario y se caracteriza por un régimen semidiurno, lo que implica que grandes

extensiones de planicies de marea se encuentren expuestas a la atmdsfera durante
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muchas horas del dia. El area cubierta durante la bajamar es de aproximadamente 400
km?, mientras que durante la pleamar la superficie cubierta es aproximadamente tres
veces mayor ( ~ 1300 km?).

Los sedimentos en el estuario son predominantemente limo-arcillosos y ha sido
descripto como un sistema con un considerable transporte de sedimento en suspension y
gue presenta un estado erosivo en su conjunto (Gelés et al., 2004; Piccolo et al., 2008).
Los sedimentos mas finos (limos y arcillas) se transportan en suspension dentro de la
columna de agua originando elevados valores de turbidez, mientras que las arenas son
trasladadas por la accién de las corrientes mareales sobre el fondo (Cuadrado et al.,
2004).

Respecto a la distribuciéon de la salinidad, el estuario puede considerarse en términos
generales como “verticalmente homogéneo” (del tipo C de acuerdo con la clasificacion de
Cameron y Pritchard, 1963; Freije et al., 1981), siendo la mezcla turbulenta de la marea el
mayor factor de la ruptura de la estratificacion (Piccolo y Perillo, 1990).

La regiébn es caracterizada por un clima templado y seco-semiarido, con mayores
precipitaciones en verano y menores en invierno. Sin embargo, la gran variabilidad
temporal de las precipitaciones ha sido considerada como la principal caracteristica
climatica de la region (Scian y Pierini, 2013). Los periodos secos y humedos pueden durar
décadas y se alternan en una oscilacion ciclica, con valores de precipitacion anual que
pueden variar desde 300 mm afio™ durante la fase arida hasta valores que exceden los
900 mm afio? en afios extremadamente himedos (Zotelo, 2011). El patrén de lluvias
afecta el aporte de agua dulce al EBB, el cual es reducido y actualmente esta
representado principalmente por el rio Sauce Chico (ubicado en la cabecera) y el arroyo
Naposta Grande (préximo a Ing. White) con caudales medios anules de 1,9 y 0,8 m® S*
respectivamente (Perillo et al., 2004; Piccolo et al., 2008). Sin embargo el mayor aporte de
agua dulce, nutrientes y contaminantes esta dado por la descarga cloacal de las ciudades
de Bahia Blanca, Ingeniero White y Punta Alta. En la costa norte del EBB, ademas de
estas grandes ciudades, se encuentra uno de los sistemas portuarios mas grandes de la
Argentina, por lo cual el ambiente se ve sometido a una intensa actividad antrépica. Esta
rodeado por diferentes tipos de industrias: petrolera, petroquimica y quimica (PBB Polisur,
Dow Chemical Company, Mega, Profertil SA y Solvay Indupa), donde se produce etano,
gas oil, etileno y polietilenos, PVC, urea granulada, amoniaco liquido, hidréxido de sodio y
cloro, entre otras materias primas; como asi también de grandes cerealeras (Cargill
SACI).
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Histéricamente, el EBB ha si considerado como naturalmente eutrofico, debido a su
elevado contenido de nutrientes y altos niveles de productividad biolégica (Freije y
Marcovecchio, 2004; Spetter et al., 2013). EI maximo valor de productividad primaria en la
columna de agua ha sido estimado en 1260 mg C m™ d*, asociado a una elevada
concentracion de clorofila a (48,26 mg m™) (Freije et al., 1980; Fernandez et al., 2014),
mientras que en los sedimentos ha sido estimada en 104,7 mg C m? d* (Lencina, 2007) .
Este tipo de ambientes presenta importantes acoplamientos betonico-pelagico, como ha
sido reportado para la zona interna del estuario por Guinder et al. (2015) y Zapperi et al.
(2016).

1.7. Puerto Rosales: Sitios de muestreo

Los sitios de muestreo seleccionados para llevar a cabo el desarrollo de esta tesis,
estan localizados en la zona media del estuario, en Puerto Coronel Rosales (38° 55'S; 62°
03'0), situado en la costa noreste del EBB (Fig. 1.5 y 1.6) y donde, hacia fines del afio
2012 comenz6 a funcionar la denominada Zona Franca Zona Sur, que tiene como objetivo
fomentar el comercio y la actividad Industrial Exportadora.

Esta area se caracteriza por un clima templado seco, con una temperatura media anual
del aire de 15,6 °C (rango medio desde 22,7 °C en enero a 8,1 °C en Julio), una baja
precipitacién media (460, 5 mm) y una alta velocidad de evaporacion (Piccolo y Diez,
2004). El intercambio de agua con el estuario es regulado por un ciclo de marea semi-
diurno, inundando las extensas planicies de marea dos veces al dia. La radiacién solar
promedio acumulada en dias nublados es de 28 MJ m? en verano y de 11 MJ m? en
invierno (Beigt, 2006).

La zona de Puerto Rosales es un sistema deposicional silicoclastico con extensas
planicies de marea (~ 1000 m de ancho) y una pequefia pendiente (gradiente ~ 0,4°). La
superficie de los sedimentos muestra una distribucién bimodal del tamafio de particula
gue va desde arena fina-media a limo, compuesto principalmente por cuarzo y en menor
cantidad por feldespatos (Cuadrado y Pizani, 2007).

Los vientos locales desde el Sureste al Noreste (con direccidon noroeste) son comunes
en esta area. La velocidad del viento es maxima en verano y minima en otofio e invierno,
alcanzando valores mensuales promedio entre 15,9 y 32 Km h™ (Piccolo y Diez, 2004). El
nivel del agua es notablemente influenciado por la direccién del viento. En presencia de
vientos fuertes con direccion SE, el agua puede alcanzar la zona supramareal durante la

marea alta. Sin embargo, cuando predominan los vientos del norte y noroeste, la planicie



22

raramente se cubre con agua y el area permanece expuesta al aire. Ademas, la halofita
Spartina alterniflora (Fig. 1.7a) coloniza la zona intermareal y atenta parcialmente la
energia hidrodindmica que alcanza la zona supramareal, donde también se observan
pequefios parches de Sarcocornia perennis (Fig. 1.7b). Asi, la zona intermareal de la
planicie de marea estudiada es inundada diariamente por la marea, mientras que la zona
supramareal es alcanzada por el agua solo eventualmente en condiciones de sicigia (dos
veces por mes) o durante eventos de tormenta.

El microfitobentos que coloniza los sedimentos de Puerto Rosales esta constituido
principalmente por una asociacion de cianobacterias filamentosas y diatomeas. Dentro del
primer grupo, la especie dominante es la Microcoleus chthonoplastes (cosmopolita y tipica
de matas maduras), sin embargo también estan presentes Oscillatoria sp. y Arthrospira
sp.. Las diatomeas observadas son principalmente pennadas, dominadas por los géneros
Nitzschia y Navicula, junto con Diploneis y Amphora (rango mas abundante: 40 — 100 um).
Otras diatomeas de mayor tamafio (> 100 pm) como Pleurosigma, Gyrosigma y
Cylindrotheca, son menos frecuentes. Entre las diatomeas centrales fueron identificadas
Thalassiosira, Coscinodiscus y las especiess Cyclotella meneghiniana y Paralia sulcata
(Pizani, 2008; Pan et al., 2013a,b). Esta asociacibn de microorganismos en los
sedimentos forma una capa coherente de espesor variable, denominada mata microbiana
epibenténica (tal y como se mencioné previamente). Dicha capa estd compuesta por
células embebidas en las EPS y filamentos que generan una especie de malla
entrelazada o una red fibrilar condensada que contiene algunas particulas de minerales
(Gerdes et al., 2000).

Dentro de una zona no vegetada, y en base a las caracteristicas sedimentolégicas y
las observaciones de campo preliminares, se seleccionaron dos sitios de muestreo (ST1:
38° 55' 17" S, 62° 03'42" W y ST2: 38° 55'13" S; 62° 03' 54"0) localizados en la zona
supramareal baja, y un tercer sitio (ST3: 38° 55' 07"S; 62° 03' 54" W) localizado en la zona
supramareal alta (Fig. 1.5y 1.8). EI ST1 se encuentra a 210 m y a 430 m de distancia del
ST2 y el ST3 respectivamente.

El ST1 se caracteriza por parches bioturbados por el cangrejo cavador Neohelice
granulata y presenta sedimentos mas gruesos que el ST3. Por otro lado, el ST3 presenta
sedimentos mas finos y no se ve afectado por el macrozoobentos. EI ST2 es un sitio
intermedio entre los otros dos, donde el macrozoobentos estd ausente y presenta un

tamafo de grano similar al ST1.
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El sustrato de las planicies de marea de PR experimenta grandes fluctuaciones en el
contenido de agua, salinidad y temperatura, resultando en condiciones extremas que
limitan el rango de organismos capaces de vivir en este ambiente (Cuadrado et al., 2011;
Pan et al., 2013a,b).
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Fig. 1.5: Mapa general mostrando el estuario de Bahia Blanca, la ubicacion de Puerto
Rosales y los sitios de muestreo.
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Fig. 1.7: a) Spartina alterniflora y b) Sarcocornia perennis
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Fig. 1.8: Matas microbianas y zona supramareal de las planicies de marea de Puerto Rosales
(extraido de Bournod et al., 2013)
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1.8. Hipotesis

» La dinamica de los pardmetros fisico-quimicos, clorofila a y nutrientes regula el
desarrollo de las matas microbianas en la planicie de marea costera.
» Las matas microbianas generan una planicie de marea rica en materia organica
nueva.
1.9. Objetivos

1.9.1. Objetivo general

Evaluar la dindmica de los parametros oceanograficos (variables fisicoquimicas,
nutrientes, clorofila a, materia organica) en agua y en sedimento de la planicie de marea
con el fin de establecer las condiciones que hacen que éste sea el ambiente propicio para

la proliferacion de las matas microbianas.
1.9.2. Objetivos especificos

e Realizar una caracterizacion fisicoquimica de la planicie de marea bajo estudio.

e Evaluar la distribucién de nutrientes inorganicos de Nitrégeno, Fosforo y Silicio
disueltos en agua de mar superficial e intersticial.

e Evaluar la dinamica de clorofila a, nutrientes inorganicos disueltos y materia
organica particulada en el agua superficial.

¢ Identificar el tamafio de grano y la composicion de los sedimentos.

e Determinar la concentracién de clorofila bentdnica, carbono organico total (COT),
Nitrégeno Total (NT) y Carbono Total (CT) en distintas fracciones del sedimento.

e Establecer relaciones entre la clorofila benténica, el contenido de NT, fosforo total
(PT) y nutrientes en el agua intersticial y de NT y CT en los sedimentos.

¢ Realizar comparaciones entre las relaciones Si:N:P obtenidas y la relacién Si:N:P
establecida por Redfield (1963) para detectar posibles desvios del valor teérico
(16:16:1).

e Analizar las variables climaticas (temperatura, precipitaciones, velocidad y
direccién del viento, etc) que pueden modificar y/o condicionar la distribucién de
los parametros a estudiar.

e Integrar la informacién obtenida en el marco de las condiciones ambientales
determinadas.
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En este capitulo se resumen los parametros medidos en las diferentes muestras,

técnicas de muestreos y métodos analiticos aplicados durante el desarrollo de esta tesis.

En la siguiente tabla se detallan los muestreos y determinaciones realizadas de
acuerdo al periodo analizado:

pH X X

Eh X X

Temperatura X X

Humedad X X

Materia Organica (MO) X X

. Granulometria X
Sedimento Clorofila a (Cla) X
Feopigmentos (Feop) X
Carotenoides (Cart) X
Carbohidratos Coloidales (FC) X

X

Carbohidratos capsulares (FCAP)

IsGtopos estables §°C y §°N
Composicion de monosacaridos

Temperatura

pH
Conductividad
Oxigeno disuelto (OD)
Turbidez
Nitrato (NO3’)
Susgr‘]fféi N Nitrito NO,
Fosfato (PO,*)

Silicatos (DSI)
Amonio (NH4")
Clorofila a
Feopigmentos

Materia Organica particulada (MOP)

Nitrato (NOs’)

Nitrito NO,
Fosfato (PO,*)
Silicatos (DSI)
Amonio (NH4")

Agua
Intersticial

XXXXX X XXXXXXXXXXX X XXX XXXX

Los datos meteorologicos como altura de marea, velocidad y direccion del viento,
precipitaciones, humedad relativa, presion y temperatura fueron extraidos online de la

estacion EMAC (http://emac.criba.edu.ar) ubicada en Puerto Rosales, Punta Alta (Bs.As.,

Argentina)


http://emac.criba.edu.ar/
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2.1. Parametros Fisicoquimicos

En los sedimentos superficiales se midieron in situ temperatura, pH y Eh empleando
una sonda multisensor Hanna (modelo HI991003).

En agua de mar superficial, se midieron in situ temperatura, pH, oxigeno disuelto (OD),
turbidez y conductividad/salinidad utilizando una sonda multisensor Horiba U-10.

Ambos instrumentos fueron debidamente calibrados antes de cada campana.

2.2. Toma de muestras
2.2.1. Sedimento

Para la determinacion de humedad, materia organica, granulometria, carbohidratos
(CH), composicién isotépica de §°C y 8N y contenido de carbono y nitrégeno
elemental, se tomaron muestras de sedimento sin disturbar y por duplicado utilizando
tubos plasticos de PVC tipo corer (35 mm d.i y 120 mm de longitud), los cuales fueron
introducidos en el sedimento hasta una profundidad de aproximadamente 5 cm, de forma
tal que las paredes del tubo de plastico queden perpendiculares a la superficie del
sedimento. Luego se tapd la parte superior de los mismos (con la mano o tapas de
plastico), y con el vacio producido se los extrajo (USEPA, 2001; Zaixso, 2002; Simpson et
al., 2005).

De la misma forma, para la determinacién de clorofila a (Cla), feopigmentos (Feop) y
carotenoides (Carot), las muestras de sedimento fueron tomadas por triplicado usando
mini corers (11 mm d.i y 40 mm de longitud) y mantenidas en oscuridad en sobres de

papel aluminio.

En base a la informacién existente sobre la composicién de las matas microbianas y
las condiciones fisicoquimicas en los primeros milimetros de sedimento (0-10 mm) del
area de estudio, se decidié separar el sedimento in situ en dos fracciones o capas: una

capa superficial (0-5 mm) y otra subsuperficial (5-10 mm).

Todas las muestras fueron inmediatamente transportadas al laboratorio en heladera

portatil.
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2.2.2. Agua de mar superficial

Las muestras de agua de mar superficial para la determinacién de nitritos, nitratos,
fosfatos, silicatos, clorofila a, feopigmentos y materia organica particulada se recolectaron
usando una botella tipo Van Dorn de 2.5 L (Margalef, 1980; APHA-AWWA-WEF, 1998) y
se transportaron en un recipiente plastico previamente acondicionado, en heladera portatil

con gel frio hasta el laboratorio.

2.2.3. Agua intersticial

El agua intersticial se extrajo mediante un nuevo procedimiento denominado
sgueezing, que consiste en introducir en el sedimento un tubo tipo corer de PVC (d.i. 3.5
cm y longitud 15 cm) con poros de 500 um (Martin et al., 2003), a la profundidad a la que
se pretende muestrear, acoplado a una bomba de vacio manual (Adams, 1994; Simpson
et al., 2005; Di Bonito, 2005; Di Bonito et al., 2008). A través del vacio producido por la
bomba, el agua intersticial escurre por las paredes del corer y se deposita en el fondo del
tubo. La muestra de agua intersticial asi obtenida, se colocé inmediatamente en botellas
plasticas previamente acondicionadas para su uso. Asi, se transportaron hasta el

laboratorio siendo refrigeradas en una heladera portétil con gel frio.

2.3. Procesamiento y preservacion de las muestras

Una vez en el laboratorio cada muestra fue tratada adecuadamente de acuerdo a su

tipo de conservacion.

2.3.1. Sedimento

Las muestras de sedimento para la determinacibn de humedad, materia organica y
granulometria fueron preservadas en heladera a -20 °C dentro del mismo corer con el

cual se tomé la muestra hasta su posterior andlisis (Zaixso, 2002; Simpson et al., 2005).

Para la determinacion de pigmentos las diferentes fracciones de sedimento fueron

conservadas en sobres de papel aluminio a -20 °C hasta su andalisis (Wurl, 2009).

Para evaluar el contenido de CH las muestras de sedimento previamente fraccionas y

colocadas en cajas de Petri individuales, fueron almacenadas a -20 °C durante no mas de
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dos semanas (Wurl, 2009). En otras ocasiones las muestras fueron liofilizadas vy
almacenadas en recipientes plasticos al abrigo de la luz y la humedad.

Las muestras de sedimento para la determinacion de la composicion isotdpica de
5'%C y & N; y la concentracion de carbono y nitrégeno orgénico elemental, fueron
previamente fraccionadas y almacenadas a -20 °C. Antes de su andlisis, las muestras
fueron liofilizadas y almacenadas en recipientes plasticos en un desecador.

2.3.2 Agua de mar superficial e intersticial:

Las muestras de agua de mar para la determinacion de nutrientes inorganicos disueltos
(NO,, NO3, NH,*, PO,* y Silicatos) y materia organica particulada (MOP) se filtraron, a
baja intensidad luminosa, a través de filtros de membrana de fibra de vidrio grado F (de 47
mm de diametro y un tamafio de poro de 0.7 um) previamente muflados (450 — 500 °C, 1
h) a una presion de vacio controlada (< 40 mmHg). El volumen de muestra filtrado vario

entre 250-400 mL dependiendo de la saturacién del filtro.

Para la determinacién de NO,, NO3, PO,* y silicatos las muestras se conservaron en
botellas plasticas, previamente acondicionadas y enjuagadas con la misma muestra a -
20°C hasta el momento de su andlisis (Grasshoff, 1976; McDonald y McLaughlin, 1982;
APHA, 1998 — SM 1060B, 1060C). Las mismas se pueden conservar durante varios
meses congeladas (en freezer) sin preservante.

Para la determinacion de NH," las muestras (13 mL) se conservaron en tubos de
plastico tipo Falcon, previamente acondicionados, a los cuales se les agreg6 35 L de
HgCl, como conservante (Grasshoff et al., 1983). Estos tubos se conservaron en heladera

(-4 °C) hasta el momento de su analisis que debid realizarse dentro de los 28 dias.

Posteriormente, a los filtros utilizados en este caso , con el contenido del filtrado y para
un volumen minimo de muestra de 250 mL, se les agregaron 4 mL de sulfato de sodio
(Na,S0,) 0,32 M, se les volvid a colocar la presion de vacio controlada (< 40 mmHg) para
extraer el liquido restante y luego se los plegd, se los colocéd cuidadosamente en los
mismos sobres de papel aluminio en los que fueron muflados y se guardaron en la
heladera (-4 °C) hasta el momento de la determinacién analitica de MOP (Strickland vy
Parsons, 1968).
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Para la determinacion de Cla y Feop, se utilizaron filtros de membrana de fibra de
vidrio grado F (de 47 mm de didmetro y un tamafio de poro de 0.7 um). Las muestras
(volumen minimo de 250 mL) se filtraron a baja intensidad luminosa y a una presion de
vacio controlada (< 40 mmHg). Los filtros utilizados en este caso, fueron plegados,
conservados en la oscuridad en sobres de papel aluminio y refrigerados en heladera
hasta su analisis (APHA, 1998 — SM 10200 H).

El agua intersticial se filtr6 a través de filtros de membrana de fibra de vidrio grado F
(47 mm de didametro y 0.7 um), y se procedi6 de la misma manera que en el caso del agua
de mar (Grasshoff, 1976; APHA, 1998 - SM 1060B, 1060C).

Para ambos tipos de muestra la filtracion se realizo en el laboratorio, inmediatamente
después de la toma de muestra con el fin de minimizar los procesos de 6xido-reduccion
gue puedan variar la concentracién de los analitos (sobre todo si no se trabaja bajo

atmésfera de Ny).

2.4. Metodologia Analitica:
2.4.1. Contenido de humedad, materia organica y granulometria del sedimento

El contenido de humedad (%H) fue calculado por diferencia de peso antes y después
de secar las muestras a 105 + 5 °C hasta peso constante (entre 12-24hs) (Christie et al.
2000).

El contenido de materia organica (%MO) fue calculado por pérdida de peso por
ignicién (LOI) calcinando las muestras previamente secas a 450 + 50 °C durante una hora

en un horno mufla (Dean, 1974; Buhl-Mortensen, 1996).

La granulometria del sedimento fue determinada por dispersion de luz laser
empleando un analizador de particulas Malvern-Mastersizer-2000 (Laboratorio de
Geologia — IADO) para particulas cuyo tamafio varia entre 0,2-2000 um, es decir desde
coloides hasta arena. Antes del analisis las muestras fueron previamente tratadas con

peréxido de hidrégeno para eliminar la materia organica presente.
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2.4.2. Clorofila a, feopigmentos y carotenoides en sedimento

El contenido de pigmentos fotosintéticos fue analizado empleando el método de
Strickland y Parsons (1968). Las muestras de sedimento himedo fueron extraidas con
acetona 90%, disgregadas con ayuda de un vortex y refrigeradas en oscuridad a -4 °C
durante 24hs. Luego del periodo de extraccion las muestras fueron sumergidas en bafio
ultrasonico durante 2 min y centrifugadas durante 5 min a 2000 rpm. Finalmente se filtro
el sobrenadante para disminuir su turbidez. Para la determinacion de feopigmentos las
muestras fue acidificada con HCI 0,1 N.

La concentracion de Cla y Feop fue obtenida por espectrofotometria (Jenway 6715
UV-V) utilizando las ecuaciones de Lorenzen (1967), mientras que para determinar el
contenido de Carot se empleé la ecuacion de Strickland y Parsons (1972). Los resultados

fueron expresados en pg g™ de sedimento seco.

26,7 - [(A665a - A750a) - (A665d - A750d)] * Vextracto

Msedimento - b

Cla(ngg™) =

Feo ( _1) _ 26,7 [1,7 . (A665d - A750d) — (A665a — A750a)] “V oxtracto
e s Medimento * b
4.0 (A4 — A v
Carot (ug g~1) = 468 — A750a) Vextracto
Mgedimento - b
Dénde:

Vextracto: VOlumMen de Acetona 90% usado para la extraccion, ml

Msedimento: Masa de sedimento hiumedo, g

b: paso 6ptico de la cubeta, cm

Asssa, A7s0ar Asssd Y A7sog Absorbancias antes (a) y después (d) de acidificar.

El factor 26,7 puede tener unidades: mg.cm.L™ 6 pg.cm.mL™.
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2.4.3 Extraccién y determinacion de carbohidratos extracelulares en

sedimento

Los métodos de andlisis de CH extracelulares involucran usualmente extraccion,
separacion y cuantificacion.

Para la extraccion se peso ~1 g de sedimento humedo de cada fraccion (6 ~0,5 g
sedimento liofilizado), se homogeneizaron las muestras, se incubaron en agua destilada
(2 ml) durante 1h a 30 °C y luego se centrifugaron durante 15 min. Los carbohidratos
remanentes en el sobrenadante son denominados Fraccion Coloidal (FC) (de Winder et
al. 1999). A continuacion, el sedimento remanente fue tratado con 1 mL de EDTA 100 mM
durante 4 h a temperatura ambiente. Los carbohidratos presentes en el sobrenadante
luego de centrifugar la muestra durante 15 min son denominados Fraccién Capsular
(FCAP) (de Winder et al. 1999).

La cuantificacion de los carbohidratos presentes en las fracciones definidas
operacionalmente (FC y FCAP) se llevé a cabo colorimétricamente, siguiendo el método
descripto por Dubois et al. (1956). Este se basa en la hidrdlisis y/o deshidratacion de los
polisacaridos que componen la muestra en presencia de acido sulfurico (H,SO,4) a alta
temperatura, generando derivados del furfural (pentosas) o hidroximetilfurfural (hexosas).
Luego por adicion de fenol se produce una reaccién de condensacion generando
compuestos de color amarillo-anaranjado que absorben en la region visible del espectro
electromagnético. La intensidad del color producido a concentraciones constantes de

fenol es proporcional a la cantidad de azlcares presentes en la muestra.

Reaccion:

H,S0, Fenol

. Monosacaridos
Polisacaridos ————>
) (HMFy F)

Amarillo-anaranjado

A =490nm
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OH @
Q g / \
HO H,S0, : / \ Ph-OH ’ / \ |
u&,on s "(X“.‘[()cuo e L i i W
OH OH
5-hidroximetilfurfural
Glucosa

Las lecturas de absorbancia se realizaron utilizando un espectrofotometro UV-visible,
Jenway 6715, usando celdas de 1 cm de camino 6ptico, a una longitud de onda (A) de 492
nm. Como estandar se emple6 una solucién de Glucosa de 11 mg L™ y los resultados
fueron expresados en pg equivalentes de glucosa (ug eqGlu) por g de sedimento seco.
Las concentraciones de las curvas de calibrado variaron entre 0 — 100 ug eqGlu mi™. Los
limites de cuantificacion (LC) del método fueron calculados como: Xpnco *
10 DSpianco » donde  Xpanco €S €l valor medio de la sefial del blanco y DSy;4nco €S la
desviacion estandar del blanco. Los LC fueron similares para los extractos en agua y en
EDTA:

Limite de cuantificacién en Agua: 0,35 pg eqGlu mi™

Limite de cuantificacién en EDTA: 0,37 pg eqGlu ml™

2.4.4 Determinacion de la composicion de monosacaridos neutros en las EPS

La composicion de monosacaridos fue determinada por cromatografia gas-liquido
(CGL) empleando el método de derivatizacidén a acetatos de alditol. Este método se basa
en la hidrélisis y conversion de los azlcares en compuestos volatiles. Los extractos
liofilizados, de los carbohidratos extracelulares coloidales (solubles en agua), fueron re-
hidratados en agua destilada e hidrolizados con acido trifluoroacético (TFA) 2M en viales
de teflon a 121 °C durante 2 h. Luego se llevé a cabo la reduccion con borohidruro de
sodio (NaBH,) y la acetilaciébn con anhidrido acético (AcOAc). Finalmente, se realizdé una
extraccion liquido-liquido con cloroformo (CCls) y los extractos fueron secados con NaSO,
anhidro para su inyeccién en el cromatografo (Albersheim et al., 1967). La cromatografia
CGL se llevé a cabo en un cromatégrafo Hewelett-Packard 58902 equipado con una
columna capilar ultra 2 (30 m x 0,32 mm d.i) y operando isocraticamente a 220 °C.
Cuando fue necesario, se llevaron a cabo analisis CGL-MS en un cromatégrafo gas-

liquido Shimadzu GC-17 equipado con una columna capilar SP-2330 y acoplado a un
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espectrometro de masas GCMSQP 5050 (Kyoto, Japén). El espectro de masas fue
registrado en un rango de masas entre 30-500 Da.

Un esquema del tratamiento previamente descripto se muestra a continuacion:

CHO H2COH H2COAc
CH20H
o HC — OH HC — OH HC — OAc
NBH4 | AcOAc

(o —— HO—CH - HO—CH ) AcO_CH
HO HC —OH HC —OH HC —0Ae
OH OH Hé—OH Hé—OH H(J_'_OAC
H2C—O0OH H2C—OH H2C—0Ac

Finalmente el contenido de monosacaridos de la FC fue expresada en moles por

ciento.

2.4.5 Determinacién de la concentracién isotépica de §°C y §°N; y la
composicion de carbono y nitrégeno elemental

Las muestras de sedimento para la determinacién de la concentracion isotopica de
83C 'y 8N, y la composicién de carbono y nitrégeno orgénico elemental fueron
liofilizadas y pulverizadas empleando un mortero. Los polvos fueron pesados en capsulas
de estafio para la determinacion de N elemental y §"°N. Para la determinaciéon de C
elemental y 8"*C, los polvos fueron pesados en capsulas de plata y se les adicion6 HCI
1M para remover el carbono inorganico (Kennedy et al., 2005). Finalmente las muestras

fueron analizadas por medio de espectrometria de masas de relaciones isotdpicas
(Isotopic Ratio Mass Spectrometer ,IRMS).

Todos los datos isotépicos fueron expresados con la notacién delta convencional (%o):
R
5: [( muestra >_1]x1000
Rreferencia

donde: Rmwestra = “C/ ?C 6 N/ N, Y Rieferencia = Pee Dee Belemnite (PDB) para 8°C y

N, atmosférico para §"°N.
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Este procedimiento estuvo a cargo de los integrantes del laboratorio de Ciencias
Ambientales de la Universidad Estadual do Norte Fluminence (UENF), Campos dos
Goytacazes (Rio de Janeiro, Brasil).

2.4.6 Determinacion de nutrientes inorganicos disueltos en agua de mar

La determinacién de la concentracion de nutrientes inorganicos disueltos se realiz6 en
forma automética usando un analizador automatico Autoanalyzer (AA) Technicon® Il. Este
equipo utiliza el método de Analisis en Flujo Segmentado (SFA) que, comparado con un
método manual, presenta las siguientes ventajas: utiliza poca cantidad de muestra (5 mL)
y bajo consumo de reactivos, mejora la reproducibilidad y el operador tiene un minimo
contacto con los materiales peligrosos. Este sistema estd compuesto por un muestreador,
una bomba peristaltica (que empuja los liquidos hacia el circuito analitico), un cartucho
analitico (en donde se apoya el circuito analitico), un detector (fotocolorimetro) y un

registrador (Fig. 2.1).

El analizador automatico utilizado en este caso consta de cuatro canales para la

determinacion de nitrito, nitrato, fosfato y silicatos.

Bomba Cartucho

proporcionadora  analitico Colorimetro

Muestreador  Reactivos

Fig. 2.1 Esquema del analizador automatico utilizado para
la determinacion de nutrientes inorgénicos.
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Nitrito (NO;)

La determinacién colorimétrica de la concentracion de nitrito se realiz6 haciendo uso de
una reaccion de diazotacion entre el nitrito y la sulfanilamida en medio &cido. El
compuesto obtenido reacciona con la amina aromatica, N-(1 naftil) etilendiamina, a través
de una reaccion de copulacion para formar un compuesto azoico color rojo que presenta
un méaximo de absorcion a 540 nm, segun el método de Bendschneider y Robinson
(1952). La automatizacion del método se hizo siguiendo el procedimiento descripto por
Grasshoff et al. (1983).

El limite de cuantificacion del método es: 0,02 uM

Reaccion:

H+
HzNOzS @NHZ + NOZ- e HzNOzS @N+EN
HzNOzS@NEN+ + Ar-NH, — H2NOzs @N=N'AFNH2

A= 540 nm
Ar-NH,: N-(1 naftil) etilendiamina
Nitrato (NO3)

Para determinar la concentraciébn de nitrato se hizo pasar a la muestra por una
columna de reduccién compuesta de Cd metélico recubierta por Cu metélico, en donde el
nitrato es reducido a nitrito con rendimientos estables y elevados (Treguer y Le Corre,
1975a). El nitrito alli formado se determina colorimétricamente segun el método de

Bendschneider y Robinson (1952) descripto anteriormente.

El limite de cuantificacién del método es: 0,10 uM

Reaccion:

NOs + Cug +2H" ——— NO; + Cu*® + H,0
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Fosfatos (PO.Y)

La determinacién de la concentracion de fosfato se realiz6 siguiendo método de
Eberlein y Kattner (1987), basado en el método original de azul de molibdeno de Murphy y
Riley (1962).

En este caso, los iones ortofosfatos reaccionan con el molibdato de amonio para
formar un complejo color amarillo, el fosfomolibdato de amonio, que luego de la reduccion
da una coloracién azul. Como agente reductor se utiliza acido ascérbico pues se obtienen
resultados reproducibles y brinda la ventaja de poder utilizar un Unico reactivo formado
por: acido sulfarico (H,SO,4), molibdato de amonio hidratado [(NH4)sM0,0,4.7H,0], &acido
ascorbico (CgHgOg) vy tartrato de antimonio y potasio [K(SbO)-C4H,06.0.5H,0]. Al circuito
analitico, ademas, se le agrega un agente de lavado que contiene 2,5 mL del “Aerosol 22”
(Technicon GmbH, Bad Vilbel, FRG) en 1L de agua bidestilada.

La intensidad del color es medida a una longitud de onda (i) de 885 nm.

El limite de cuantificaciéon del método es: 0,01 uM.

Silicatos Disueltos (DSI)

El procedimiento automéatico para la determinacién de silicatos solubles en agua de
mar se basa en la reduccion del silicomolibdato en soluciéon acida a “azul de molibdeno”
por medio de acido ascoérbico (Technicon®, 1973). Se introduce acido oxdlico a la
muestra antes del agregado del acido ascérbico para eliminar la interferencia producida
por los fosfatos.

La sensibilidad del método es de 50,00 uM

El limite de deteccion del método es: 1,00 uM

Amonio (NH4+)

La concentracion de amonio se determind en forma manual segun el método de
Koroleff (1969) descripto por Grasshoff (1976).

El amonio en medio moderadamente alcalino reacciona con el hipoclorito de sodio para
dar cloroamina (NH,CI), la cual en presencia de fenol, nitroprusiato de sodio (catalizador)
y un exceso de hipoclorito de sodio forma el complejo coloreado azul de indofenol.

La intensidad del color es medida a una longitud de onda (1) de 630 nm.

El limite de cuantificacion del método es: 0,01 uM.
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2.4.7 Determinacién de Materia Organica Particulada (MOP):

El contenido de Materia Orgénica en el material particulado en suspension se
determind siguiendo el método descripto por Strickland y Parsons (1968), que consiste en
una oxidacién hiumeda de la materia organica mediante dicromato de potasio (K,Cr,O;) en
medio acido. El principio de este método es medir la disminucion en la absorbancia del
color amarillo del dicromato (Cr*®) luego de su reduccién (a Cr*®) por la materia orgénica

presente.

Las lecturas de absorbancia se realizaron utilizando un espectrofotémetro UV-visible,
Jenway 6715, usando celdas de 1 cm de camino 6ptico, a una longitud de onda (A) de 440

nm. El estandar usado fue glucosa.

Las determinaciones de MOP estuvieron a cargo de personal del Laboratorio de
Quimica Marina del IADO.

2.4.8 Determinacién de clorofila ay feopimentos en agua de mar superficial:

El contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a y Feopigmentos) se determind de
acuerdo al método espectrofotométrico recomendado por APHA (1998) — SM 10200 H.
Este método consiste en una extraccion de los pigmentos con un solvente organico
(acetona 90%) y el agregado de HCI 0,1 N para obtener la lectura de los feopigmentos. A
los filtros conteniendo material particulado se los cubrié con 15-20 mL de acetona 90%, se
los someti6 a bafio de ultrasonido durante 2min y se los dejo extraer a - 4 °C y en
oscuridad durante 20-24 hs. Luego se filtr6 la muestra a través de un filtro de membrana
de fibra de vidrio grado C (1,2 um y 47 mm diam.), recolectando el filtrado en probetas de
vidrio de 25,0 ml con tapdn esmerilado. Se complet6 el volumen con sucesivos enjuagues

con el mismo solvente.

Las lecturas de los extractos se realizaron en un espectrofotometro UV-visible Jenway
6715, utilizando celdas de 5 cm de camino 6ptico, a una longitud de onda (1) de 750 y 665

nm.
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2.5. Acondicionamiento del material

Todo el material necesario para la determinacion de nutrientes inorganicos, tanto el
utilizado en la toma y el procesamiento de las muestras como el usado para realizar las
determinaciones posteriores se acondiciond de la siguiente manera: se lo lavd con
detergente no iénico al 1% (v/v), se lo enjuagd con agua de red, se lo dejé en HCI 10%
(v/v) durante 24 h y finalmente se lo enjuagd 3 veces con agua destilada y se lo llevo a
sequedad (Gardolinski et al., 2001; Monbet y McKlelvie, 2007).

El material utilizado para la determinacion de materia organica particulada, se lo lavo
con detergente no ionico al 1%, se lo enjuag6 con agua de red, se lo dejé en solucién
sulfocromica durante varias horas, se lo enjuag6 varias veces con agua destilada y se lo

llevd a sequedad.

Filtros: Los filtros de membrana de fibra de vidrio utilizados para filtrar las muestras de
agua de mar, para la determinacion de los nutrientes y materia organica disuelta que
luego se los emple6 para la determinacion de la materia organica particulada, fueron
llevados a la mufla en sobres individuales de papel aluminio. Se sometieron a una
temperatura de 450 — 500 °C durante 1 hora (Grasshoff, 1976).

El material utilizado para clorofila y feopigmentos se lavd con detergente no iénico al
1% (v/v), se lo enjuags varias veces con agua de red, posteriormente con carbonato de
magnesio (MgCQOs3) al 1% para arrastrar los restos de acido y por ultimo con agua

destilada. Luego, se dej6 secar.

Para la determinacion de Carbohidratos todo el material de polipropileno (plastico) se
lavdé con HCl al 10 % (V/V) durante aproximadamente 7 dias y se lo enjuago6
minuciosamente con agua ultra pura. Por otro lado, el material de vidrio utilizado para la
reaccion de color fue muflado a 450 £ 50 °C durante 4 horas cubriendo la boca de los
tupos con papel aluminio y solo fueron destapados al momento de la determinacion
(Wurl, 2009).



Capitulo 3

Caracterizacion fisicoquimica
de los sedimentos

Contenidos:
- pH
- Eh
- Temperatura

- Materia organica y humedad
- Composicion granulométrica
- Frecuencia de Inundacion
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3.1. Introduccién

Las matas microbianas fotosintéticas colonizan una amplia variedad de ambientes
costeros pocos profundos como estuarios, playas arenosas, planicies de marea
intermareales, marismas y lagunas hipersalinas (Hubas et al., 2011); y pueden estar
constituidas tanto por organismos fotolitoautétrofos oxigénicos y anoxigénicos (ej:
diatomeas, cianobacterias; bacterias sulforeductoras, bacterias purpuras) como también
por organismos quimiolitoautétrofos (bacterias oxidantes de hierro, de sulfuros y bacterias
nitrificadoras). La estructura de la comunidad microbiana a su vez esta relacionada con
parametros fisicos tales como: irradiancia, temperatura, presién, granulometria y densidad
aparente, y quimicos tales como: potencial redox (Eh), pH, salinidad, oxigeno, donores y
aceptores de electrones disponibles, la presencia o ausencia de especies quimicas

especificas; y con la interaccion entre las especies presentes.

Las matas microbianas son ecosistemas dindmicos y complejos que exhiben una
elevada heterogeneidad espacial y temporal. El ambiente fisicoquimico se caracteriza por
gradientes pronunciados y microambientes distintos que son generados y mantenidos por
los mismos microorganismos (Bolhuis et al., 2014). Cada uno de estos microambientes
soporta una diversidad de especies con una amplia gama de procesos metabdlicos y
funciones especificas que pueden dar lugar a reacciones acopladas y ciclos
biogeoquimicos, generando productos finales tales como gases o precipitados minerales
(Visscher y Stolz, 2005).

Las cianobacterias son caracteristicas en diferentes tipos de matas microbianas debido
a su gran flexibilidad y capacidad de adaptacion a diferentes condiciones del ambiente. Se
han encontrado matas microbianas en lugares donde las temperaturas son
extremadamente bajas ( ~ -15 °C) como la regién antartica, (Vincent et al., 1994; Vopel y
Hawes 2006; Sumner et al., 2015) o en ambientes geotermales donde las temperaturas
pueden alcanzar ~72 °C (Ward y Castenholz, 2002). También ha sido documentada la
existencia de matas microbianas en ambientes templados, con temperaturas promedio
intermedias ~20 °C (Esteve et al., 1992; Demergasso et al., 2003, Spetter et al., 2015a).
A pesar de que se considera que las cianobacterias tienen una temperatura Gptima de
crecimiento de 20 °C, éstas pueden ser encontradas en distintos ambientes que van

desde las regiones polares hasta los tropicos.
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El efecto més importante de la temperatura es que determina la velocidad de diferentes
reacciones metabodlicas, como por ejemplo la fijacibn de N,. Las zonas costeras
intermareales experimentan fuertes fluctuaciones en sus parametros ambientales,
incluyendo la temperatura. Las variaciones diarias y estacionales de la temperatura son
comunes en ambientes templados y subtropicales, donde los organismos ocupan nichos
de acuerdo a sus preferencias de temperatura y/o se adaptan a los regimenes del medio
(Severin y Stal, 2010)

El pH del ambiente impacta en la composicion de la comunidad microbiana ya que
puede afectar la integridad de la pared celular y su capacidad para obtener determinados
nutrientes (Frankz y Stolz, 2009). El pH de los sedimentos varia fuertemente entre
condiciones de luz y oscuridad (Fig. 3.1). Al igual que en la columna de agua, los
organismos bentdnicos fotosintéticos producen material organico principalmente durante
las horas del dia, donde el pH puede alcanzar valores elevados (pH ~10) (Revsbech et al.,
1983; Dupraz y Visscher, 2005, Borovec et al., 2010). Durante la noche las matas se
vuelven completamente andxicas siendo la fermentacion el proceso metabdlico principal.
La formaciéon de pequefias cantidades de acidos organicos durante este proceso puede
disminuir el pH por debajo del valor neutro (pH~6) (Revsbech et al., 1983; Decho et al.,
2010). El metabolismo microbiano puede alterar las caracteristicas fisicas y geoquimicas
del ambiente por remocién de sustratos acidos y/o produccion de productos metabdlicos
alcalinos incrementando el pH vy, si la plasticidad metabdlica de la comunidad microbiana
existente es inadecuada para prosperar con esos cambios, puede producirse una
modificacion en la composicion de la comunidad. En las matas microbianas estos cambios
responden a un ciclo diario; sin embargo, no se han documentado cambios diarios en la
diversidad (Decho et al., 2010). El desarrollo de las matas microbianas ha sido
documentado en ambientes donde prevalecen condiciones alcalinas como en las planicies
de mareas supramareales del German Wadden (St. Peter-Ording) (Buhring et al., 2014) y
en ambientes geotermales o cuevas sulfurosas con condiciones fuertemente &acidas
donde el pH =< 4,5 (Ward y Castenholz, 2002; Sarbu et al., 1994). El pH en las matas
microbianas puede ser mayor o menor al pH en la columna de agua debido al consumo
de CO, durante el proceso de fotosintesis y a la liberacion del mismo durante la

respiracion (Ward y Castenholz, 2002).

El potencial redox (Eh) provee informacion cualitativa de los procesos quimicos que

prevalecen en aguas naturales y sedimentos. El Eh regula gran parte de las reacciones
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biogeoquimicas involucradas en el ambiente como la disponibilidad de metales y
nutrientes (NO5, NH,", silicatos, PO4?) que pueden afectar la distribucién y la actividad
metabdlica de los microorganismos que lo habitan. Las condiciones redox de los
sedimentos estan determinadas por el comportamiento y la actividad metabdlica de los
organismos benténicos en respuesta a las concentraciones de materia organica y
especies oxidadas presentes. Los organismos microbianos descomponen la materia
organica, su fuente principal de energia, usando una serie de aceptores de electrones que
son consumidos en una secuencia determinada por la energia libre de una reaccion
particular involucrada (Sundby, 1992; Teasdale et al., 1998). Inicialmente el oxigeno
disuelto en el agua intersticial es el principal aceptor de electrones en estas reacciones a
un potencial entre 400 y 700 mV. Una vez que el oxigeno se consume completamente,
otras especies son empleadas como aceptores de electrones a diferentes potenciales

siguiendo la serie que se muestra en la tabla 3.1:

Tabla 3.I: Adaptado de DelLaune y Reddy (2005)

+600
AEROBICA Oxidado 0O, Aerobio +500
+400
NO5
Moderadamente N +300
reducido Mn** +200
N Facultativo
Fe® +100
-2
S04 -100
Altamente . -200
Reducido CO, Anaerobio
-300

El potencial redox de los sedimentos disminuye con el incremento de la profundidad,
influenciando la distribucién de una variedad de caminos metabdlicos y respiratorios que
involucran diferentes aceptores terminales de electrones (Fig. 3.1) (Hoehler, 2004). En
base a esto podria esperarse un perfil vertical en la composicion de los sedimentos, con

una serie de capas o zonas donde el Eh disminuye progresivamente, desde la superficie a
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las capas mas profundas de sedimento, observandose respiracion aerobica, reduccion de
nitratos (denitrificacion), reduccion de manganeso, reduccion de hierro, reducciéon de
sulfatos y finalmente la metanogénesis (Hoehler, 2004). El espesor de las zonas puede
ser variable, desde los pocos mm en zonas costeras ricas en materia organica hasta 10
cm en los sedimentos del mar profundo con muy bajo contenido de materia organica
(Sundby, 1992). Sin embargo, este perfil puede ser modificado por la actividad de la
macrofauna presente por bioturbacion, bioirrigacion y produccion de detritus, lo que hace
gue estas regiones se encuentren verticalmente mezcladas formando un mosaico de
microambientes biogeoquimicos (Aller, 1982). La estratificacion del sedimento no es
estricta y los procesos no necesariamente se excluyen unos a otros (De Beer y Stoodley,
2013). Asi, por ejemplo en matas microbianas litificadoras y no litificadoras se ha
observado que las bacterias sulforeductoras (BSR) toleran altos niveles oxigeno y pueden
sobrevivir en la zona o6xica (Baumgartner et al.,, 2006; Decho et al.,, 2010). La
denitrificacion es inhibida por la presencia de oxigeno; aun asi, se han reportado
excepciones (De Beer y Sweerts, 1989).

Dia Noche
0 — Oxigeno(UM) — 1500 0 —Oxigeno (UM) — 1500
0 — Sulfuro (pM) — 800 0 — Sulfuro (pM) — 800
(@)

2

pH pH

profundidad
profundidad

\st H,S

pH

11 6

11

pH

Fig. 3.1: Perfiles hipotéticos para la variacion con la profundidad del
sedimento en la concentracién de Oxigeno, Sulfuro y pH durante el dia'y
la noche (extraido de Franks y Stolz, 2009)

La materia organica (MO) formada a través de la produccién primaria es la base de la
cadena alimentaria microbiana. Esta MO comienza a estar disponible para otros

microorganismos mediante una variedad de procesos (“microbial loop”) (Pomeroy et al.,
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2007). En la oscuridad las cianobacterias y algas respiran su reserva de carbono
enddgeno y agotan el oxigeno de la mata. Estos organismos contindan degradando sus
reservas de carbono bajo condiciones anoxicas por fermentacion, resultando en la
produccion de acidos organicos de bajo peso molecular y alcoholes (Stal y Moezelaar,
1997). Estos productos de fermentacion luego son oxidados por bacterias metanogénicas
y BSR, a menudo en un modo sintréfico con otros microorganismos. Las BSR superan a
las metanogénicas en matas microbianas marinas e hipersalinas debido a la alta
concentracion de sulfatos en el agua de mar pero son importantes en matas microbianas
con baja concentracion de sulfatos. Las BSR producen sulfuros, los cuales son oxidados a
sulfatos por las bacterias oxidantes de sulfuros (BOS). Las bacterias quimioautotréficas
incoloras oxidan los sulfuros aérobicamente mientras que las bacterias fotoautotréficas
anoxigénicas oxidan el sulfuro anaerébicamente en la luz (van Gemerden, 1993). Estas
Gltimas, forman una capa color puarpura por debajo de las cianobacterias. Las bacterias de
azufre incoloras no forman una capa definida y se distribuyen en toda la mata v,
probablemente se aprovechan de las migraciones verticales de la capa oxigenada
(Visscher et al., 1992). Las BSR tampoco forman una capa definida, por lo que diferentes
especies pueden encontrarse a lo largo del gradiente vertical, dependiendo de la
tolerancia al oxigeno (Canfield y DesMarais, 1991; Risatti et al., 1994).

El grazing (o pastoreo) ha sido poco estudiado en las matas microbianas. Si el
pastoreo de la meio- y macrofauna estuvieran presentes destruirian la mata (Fenchel,
1998). Por lo tanto, se piensa generalmente que las matas microbianas soélo se
desarrollan en ambientes que excluyen en gran parte el pastoreo de los organismos (es
decir, ambientes extremos). Cuando el sedimento se encuentra periddicamente inundado,
las matas microbianas costeras, pueden experimentar el pastoreo por parte de nematodes
(Feazel et al., 2008), caracoles, e incluso peces. Se sabe que los organismos eucariontes,
incluidos los metazoos, estan presentes en este tipo de ambientes, pero su papel como

herbivoros aun no ha sido observado (Bolhuis et al., 2013; Edgcomb et al., 2014).
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3.2. Objetivos e hipotesis
Objetivos

e Evaluar y conocer los parametros fisicoquimicos de los sedimentos que
caracterizan la planicie de marea estudiada y su relacion con la

produccion/degradacion de la materia organica presente en los sedimentos.

e Identificar las condiciones de stress a las que esta sometido el microfitobentos y

sus posibles recursos de adaptacion al ambiente.

Hipotesis

“Los sedimentos supramareales de los tres sitios seleccionados en la planicie de
marea de Puerto Rosales poseen las mismas caracteristicas fisicoquimicas debido a

su proximidad”

‘A pesar de la diferente granulometria que presentan los sitios de estudio

seleccionados, las caracteristicas fisicoquimicas de estos son las mismas”

3.3. Metodologia y analisis de los datos

Durante el periodo Julio 2012 — Junio 2013 se llevaron a cabo muestreos, de manera
mensual, alrededor del mediodia (12:00 — 16:00hs), durante la marea baja en los tres
sitios de muestreo de la planicie de Puerto Rosales, descriptos en el capitulo 1.

Se tomaron muestras de sedimento para la determinacion del porcentaje de materia
organica, porcentaje de humedad y composicién granulométrica de los sedimentos, de
acuerdo a las metodologias descriptas en el capitulo 2 (seccion 2.2.1 y 2.3.1). Los
pardmetros pH, Eh y temperatura fueron medidos in situ tal como se indicé en el capitulo

2 (seccibn 2.1).

Con el fin de analizar la diferencia espacial y estacional de los parametros
fisicoguimicos evaluados (Eh, pH y Temperatura) se aplicé un andlisis de la varianza a
dos vias (ANOVA doble) sin réplicas, seguido del test LSD de Fisher (Least Significant

Difference). La variabilidad espacial (entre sitios y fracciones de sedimento) y estacional
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(entre fechas) en el contenido de materia organica y humedad fue testeada siguiendo el
diagrama de la figura 3.2. Los supuestos de homocedasticidad y normalidad fueron
evaluados graficamente mediante el uso de Q-Q plots y diagramas de residuos vs
predichos. Los datos fueron tratados estadisticamente con el programa InfoStat® (version
2016), siguiendo Zar (1996).

Los datos presentados en las tablas y graficos representan los valores medios y el
error estandar (media + ES). El nivel de significacién estadistico aceptable fue del 5%.

‘ Anadlisis de los datos obtenidos ‘

g

Sitios (ST1, ST2y ST3)
Fracciones de sedimento (0 —5mm y 5 — 10 mm)
Epocas del afio (fechas)

4

ANOVA triple en parceladividida

significativo
(existe interaccion
entre los factores)

4

Si hay diferencias | ANOVAS dobles en parcela dividida |

significativas
Comparaciones de a ‘ ‘
pares a priori no significativo significativo
TestLSD-Fisher (no existe interaccidn (existe interaccién

entre los factores)
entre los factores)

no significativo
(no existe interaccion
entre los factores)

Si hay diferencias
significativas

Comparaciones de a

pares a priori ANOVAS simples
TestLSD-Fisher

y
Testt-Student

Fig. 3.2: Diagrama del andlisis estadistico de los datos
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3.4. Resultados
3.4.1. Temperatura, Eh, pH

Durante el periodo estudiado, la temperatura superficial de los sedimentos (0-5mm),
para toda la planicie de marea vari6é entre 8,0 y 24,9 °C (tabla 3.11), con un valor promedio
de 16,0 £ 1,0 °C. Se hallaron diferencias estacionales significativas (p < 0,0001), siendo
los meses de Junio y Noviembre los que difieren del resto. Sin embargo, no se hallaron
diferencias significativas entre sitios en el valor medio de temperatura (p = 0,499) durante
el mismo periodo (tabla 3.111).

Los valores de pH en la superficie de los sedimentos (0 — 5mm) fueron similares en
los tres sitios analizados (tabla 3.11). Considerando la planicie completa, el valor de pH
promedio fue de 6,7 £ 0,2 y no se encontraron diferencias significativas entre los meses
evaluados (p = 0,186) ni entre sitios de muestreo (p = 0,693) (tabla 3.11I).

Los valores promedio de Eh de la capa superficial fueron positivos para los tres sitios
(tabla 3.1). Sin embargo, se registraron valores negativos en los tres sitios durante
Septiembre y Noviembre. En ST1 y ST2 los valores de Eh fueron mucho mas variables
gue en ST3 y no presentaron un patron definido. Este Gltimo sitio mostrd valores bajos en
otofio (-32 — 35 mV) y altos valores en invierno y primavera (300 — 389 mV). Sin embargo,
no se hallaron diferencias significativas entre sitios (p = 0,228) y tampoco fueron
observadas diferencias estacionales (p = 0,140) (tabla 3.1II).

Tabla 3.1l: Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos de los tres sitios
estudiados en la planicie de marea de Puerto Rosales, estuario de Bahia Blanca, Argentina
(media + ES, n = 8).

Sitio Localizacién pH Eh (mV) Temperatura (°C)

Media + ES min max Media + ES min max Media + ES min max
38°55'17 "S,

1 62 ° 0342" O 6,8+04 55 85 86+38 -125 199 151+22 8,0 24,9
38°55'13''S;

2 62 ° 03' 54"0 65+05 56 7,3 120+ 36 -21 284 157+18 8,7 22
0 1 nQ.

3 385007'S; s9.02 63 7.8 183+57 -32 389 159416 91 21,8

62°03'54 "O
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Tabla 3.11l: Resumen de los resultados del andlisis de varianza (ANOVA doble sin réplicas) en la
capa superficial del sedimento (n = 24).

Variables LSD S M Abr  May Jun J A S O N
ST1
ST2 40,7 DE BC A B B C D E
ST3
ST1
ST2 ns A AB C ABC ABC ABC ABC BC
ST3
ST1
ST2 ns C ABC ABC AB ABC A BC ABC
ST3

Temperatura

pH

Eh

>r>>r>r>>>>>

Factores: S, sitio; M, mes (Abr: Abril, May: Mayo, Jun: Junio, J: Julio, A: Agosto, S: Septiembre,
O: Octubre y N: Noviembre). LSD al 5%; ns = no significativo; *P < 0.05; **P < 0.01. Letras
iguales indican diferencias no significativas, estacionales o entre los sitios estudiados.

3.4.2. Materia organica, humedad y granulometria

El porcentaje de humedad vari6é entre 10,2 y 36,3% para el ST1, 14,0 y 38,5% para el
ST2y 19,0y 40,7% para el ST3. El mayor contenido de humedad promedio fue registrado
en el ST3 (tabla 3.IV). Los tres sitios difieren significativamente en la retencién de
humedad, donde los valores de %H indicaron el siguiente orden: ST3 > ST2 > ST1 (tabla
3.V, p = 0,0004). El %H promedio tendié a ser mayor en la capa de sedimento superficial
(tabla 3.1V) y se hallaron diferencias estacionales significativas entre capas (p < 0,01).
Esto fue observado durante la estacion fria en ST1 (tabla 3.V, Fig. 3.3), el cual también
presentd diferencias entre capas durante el mes de Enero donde %H fue mayor en la
capa subsuperficial (5 — 10 mm) (Fig. 3.3). En ST2 el patrén de variacion fue menos
definido y mostrd diferencias estacionales altamente significativas para los meses de
Julio, Septiembre y Marzo (p= 0,0023, tabla 3.V, Fig. 3.3). Por el contrario, en ST3 la
capa superficial y subsuperficial se comportan de misma manera para cada mes. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas en el %H entre las capas (p = 0,011; F
=9,07), como asi también entre los meses estudiados, donde Julio, Agosto, Septiembre y
Octubre difieren del resto (p < 0,0001, F = 53) (Fig. 3.3, tabla 3.V).

En general, el contenido de materia organica mostré la misma tendencia que el
contenido de humedad, con valores menores en los sedimentos subsuperficiales durante

la época fria y mayores durante la época célida (Fig. 3.4). Para todo el periodo estudiado,



51

a diferencia del %H, los valores promedio de MO fueron mayores en la capa
subsuperficial (tabla 3.1V). El contenido de materia organica mostrd un patron de variacion
estacional diferente para cada sitio (Fig. 3.4) y fue estadisticamente diferente entre los
sitios de muestreo (p < 0,0001, tabla 3.V), siendo mayor en el ST3.

Durante la estacion de primavera se registraron altos contenidos de MO en la capa
superficial, alcanzando valores de 11,0 + 1,7% (octubre), 17,9 £ 0,9% (noviembre) y 24,4
+ 0,8% (octubre) para ST1, ST2 y ST3 respectivamente. Se hallaron diferencias
estacionales significativas (p < 0,0001), siendo los meses de enero (valor medio minimo =
4,0 £ 0,9%) y octubre (valor medio maximo = 12,9 + 0,9%) los que difieren del resto. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre la capa superficial y

subsuperficial del sedimento (p = 0,998).
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Fig. 3.3: Porcentaje de humedad de la capa superficial y subsuperficial
para los tres sitios analizados, donde: a = ST1; b=ST2y c=ST3.
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Fig. 3.4: Contenido de materia organica de la capa superficial y subsuperficial
para los tres sitios analizados, donde: a = ST1; b=ST2y c=ST3.
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Tabla 3. IV Contenido de materia organicay humedad de los tres sitios de
muestreo localizados en Puerto Rosales, estuario de Bahia Blanca (Argentina).

Sitio  Profundidad (mm) Humedad (%) Materia Organica (%)

Media + ES Media + ES

0-5 208+2,1 51+1,0

! 5-10 18,1 +1,1 56+£10
) 0-5 229+1,9 6,7+15
5-10 204 +1,2 73+13

3 0-5 30,3+1,7 12,4+1,5
5-10 28,6 +1,6 10,6 +1,3

Tabla 3.V Resumen de los resultados del analisis de la variancia (ANOVA triple) y test LSD.

Diferencias mensuales

MxFxS Mx F

Variables ") Sitio LSD ") significativas
Superficial > Subsuperficial

ST1 A 21,1** J>A>S
%H 6.53** ST2 B 14,8** S>J
ST3 C ns NMA
ST1 A e
%MO ns ST2 B e
ST3 C - e

Variables: humedad (%H) y materia organica (%MO)

Factores: F, fraccién de sedimento; S, sitio; M, mes (J: Julio, A: Agosto, S: Septiembre, O: Octubre,
Noviembre, D: Diciembre, E: Enero, Feb: Febrero, M: Marzo, Ab: Abril, May: Mayo, Jun: Junio.
NMA: Ninguno de los meses analizados.

Letras iguales indican diferencias no significativas entre sitios

LSD al 5%; ns = no significativo; *P < 0,05;**P < 0,01.

El andlisis granulométrico de los sedimentos evidencié una composicion unimodal de
los sedimentos en el ST3, el cual fue vertical y espacialmente homogéneo presentando
principalmente sedimentos finos (limos y arcillas) (tabla 3.VI, Fig. 3.5). En ST1 y ST2 los
sedimentos superficiales y subsuperficiales mostraron una distribucion de grano bimodal,
sin embargo la capa superficial fue caracterizada por sedimentos finos mientras que la

capa inferior fue caracterizada por sedimentos mas arenosos (tabla 3.VI, Fig. 3.5).
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Tabla 3.VI: Porcentaje de grano fino y arena en los sitios de estudio
durante las estaciones de invierno y verano en el periodo estudiado.

Granulometria
clasificacion Invierno Verano
Sitio | Capa (mm) | % Fino | % Arena | % Fino | % Arena
0-5 75,8 24,2 47,4 52,6
ST1
5-10 54,5 45,5 15,3 84,7
0-5 77,0 23,0 46,6 53,4
ST2
5-10 62,1 37,9 39,2 60,8
0-5 99,6 0,4 98,0 2,0
ST3
5-10 98,1 1,9 97,4 2,6
ST1 ST1
"IZ Arcilla Limo  Arena ,JZ Arcilla Limo  Arena’ \
5 6 R — g 6
I ] 1=
~ ) =
g L g |
¢ 01 —’_1 . 10 100 ¢ 0.1 __: — , 10 100 1000
Tamafno de particula (um) Tamarno de particula (um)
ST 2 ST2
?'Z Arcilla  Limo _ Arena . Arcilla___Limo __ Arena
a::; e V2 %"0
£ . Eawml \
3. = N\ £ -
. = <\ : g
01 ] o 10 100 100 0.1 1% , 10 100 1000
Tamafo de particula (um) Tamafo de particula (um)
" ST3 . ST3
Wy Arcilla — Limo  Arena = Arcila | Limo _ Arena
8. [ 5° e |
;g ) g i) \\ § g = _‘ﬂ\
. : : A
0.1 100 1000 01 100 1000

) 10 1 10
Tamafio de particula (um) Tamafo de particula (um)

~ >~ 0-5mm ~ 7= 510 mm

Fig. 3.5: Granulometria de los sedimentos para la capa superficial (0 —5 mm) y subsuperficial
(5 —10 mm) de los sitios ST1, ST2y ST3
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3.4.3. Frecuencia de inundacion de la planicie

En la figura 3.6 se muestran los dias por mes que la zona supramareal alta de la
planicie de marea de Puerto Rosales estuvo cubierta por agua de mar. El criterio utilizado
para considerar un dia sumergido fue cuando la altura de marea superé los 4,2 m, altura a
la cual el ST3 se inunda. En base a esto, se observé que el ST3 mostr6 una menor
frecuencia de inundacion respecto a ST1y ST2.

30 -
25 1

20 -

10 -

5 Dgﬂnﬂﬂ AN

Jul o Sep Oct MNov Dic | Ene Feb Mar Abr May Jun
2012 2013

dias por mes

Fig. 3.6: Frecuencia diaria de inundacién de la zona supramareal alta de la planicie de
marea de Puerto Rosales, basada en los datos de la altura de marea semi-diurna
obtenidos a partir del maredgrafo ubicado a 5 Km en la zona interna del estuario de Bahia
Blanca desde la zona de estudio. Asterisco rojo: mes en el que la planicie fue inundada
horas previas durante el mismo dia de muestreo.

3.5. Discusién

3.5.1 Variables fisicoquimicas de los sedimentos

La ocurrencia y abundancia de las especies en las matas microbianas estan
fuertemente influenciadas por los diferentes parametros fisicoquimicos a micro-escala
(Franks and Stolz, 2009). La combinacion de estos parametros crea un ambiente Unico

gue sostiene a estas comunidades.
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Los valores de pH reportados en este capitulo (pH: 5,5 — 8,5) no difieren entre los sitios
estudiados y se encontraron proximos al valor neutral (~6,7). Valores similares han sido
reportados por Spetter et al. (2015a) y Negrin et al. (2013) para esta misma éarea del
estuario de Bahia Blanca. Por otro lado, los valores de pH registrados en este capitulo
fueron coincidentes con los valores de pH reportados para otros sedimentos estuarinos
(5-7) del mundo (Cacador et al., 2004; Reddy y DelLaune, 2008).

Si bien los rangos de Eh para cada sitio fueron diferentes, los potenciales en los tres
casos corresponden a sedimentos reducidos (Cronk y Fennessy, 2001; Reddy y DeLaune,
2008). Como ya se mencioné anteriormente, el Eh de los sedimentos puede ser un buen
indicador de la/s reacciones involucradas en la descomposicién de la materia organica,
gue a su vez esta relacionado con los aceptores de electrones disponibles. Los valores
medios de Eh reportados para este capitulo sugieren que en los tres sitios la oxidacion de
la materia orgénica estaria siendo llevada a cabo por medio de la reduccion del hierro
(120 mV) (Cronk y Fennessy, 2001; Reddy y DelLaune, 2008), como ha sido reportado
previamente para ésta area (Spetter et al., 2015a).

Las matas microbianas costeras bien desarrolladas generalmente presentan por
debajo de la zona fética, una capa de sedimento de color negro mate debido a la
presencia de sulfuro de hierro sélido (FeS o pirita) y a que el Fe tiende a acumularse en
los sedimentos (Herbert y Welsh, 1994; Stal, 1994). El potencial redox permite predecir la
estabilidad de determinados minerales, asi por ejemplo se ha observado que la hematita
(Fe,03) es estable bajo condiciones 6xicas mientras que la pirita (FeS) estd presente en
ambientes reductores (Reddy y DelLaune, 2008). Estudios anteriores han mostrado la
presencia de la cianobacteria Microcoleus chthonoplastes en el ambiente estudiado
(Pizani, 2008; Pan et al., 2013a,b), la cual puede acumular Fe en los exopolisacéridos que
recubren su vaina (Stal, 1994) . Esto es consistente con los valores de Eh observados en
este capitulo y con los estudios realizados por Cuadrado et al., (2011), quienes
encontraron FeS en esta planicie.

En sistemas estuarinos costeros se ha observado que el potencial redox aumenta
cuando la marea baja, debido probablemente a la accién de las olas que ayudan a
oxigenar el agua intersticial, o bien debido a la difusion del O, atmosférico a través del
sedimento (Teasdale et al., 1998). Asi, los altos valores de Eh observados en el ST3
podrian deberse a su localizacion (area supramareal alta), donde la planicie de marea
gueda expuesta al aire durante varias horas del dia y cuando se inunda el tiempo de

duracién es mas corto; de esta forma los sedimentos de la planicie de marea permanecen
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expuestos al aire por largos periodos de tiempo y el oxigeno puede penetrar facilmente en
los sedimentos.

La temperatura es otro factor fundamental que regula los procesos biogeoquimicos en
sedimentos y suelos, influenciando el crecimiento, la actividad y la supervivencia de los
microorganismos (Reddy y DelLaune, 2008). La temperatura de los sedimentos durante la
realizacion de este estudio, siguié una marcada fluctuacion estacional con bajos valores

en invierno y valores mas elevados en verano.

3.5.2 Materia Orgénica, contenido de humedad y granulometria

La cantidad y calidad de la materia organica en la superficie de los sedimentos es un
factor importante que influye en la estructura y metabolismo del bentos (Graf et al., 1983;
Mills, 1975).

Las planicies de marea juegan un rol muy importante en la produccion y re-
mineralizacion de la materia organica y su contenido esta altamente asociado con la
produccion primaria y la respiracién microbiana. Teniendo en cuenta que los sedimentos
finos son ricos en materia organica, los elevados valores de MO registrados en el ST3
podrian estar asociados al menor tamafio de grano de los sedimentos y a la mayor
productividad de las microalgas bentdnicas (la cual se desarrolla en el capitulo siguiente).
Por otro lado, la presencia de cangrejos cavadores Neohelice granulata podria influenciar
el contenido de MO en ST1 y ST2. Estos organismos producen una intensa bioturbacion,
lo cual no solo afecta la estructura y geoquimica del sustrato, sino también genera
grandes volumenes de material disponible para ser redistribuido en la planicie,
especialmente durante la época en la cual incrementa su actividad (verano-otofio)
(Mendez Casariego et al., 2011). Ademas, las diferencias observadas entre sitios podrian,
a su vez, ser atribuidas al hecho de que el ST3 estuvo inundado con menor frecuencia
gue los otros dos sitios (tal como se mencioné anteriormente) y habria una menor
disolucién de la materia organica soluble. Esto ha sido observado previamente en esta
area por Spetter et al. (2015a). Los valores de MO registrados para los tres sitios son
similares a los reportados por Herbert y Welsh (1994) en la Bahia Swanbister, Reino
Unido (5 — 25 %) y Lovelock et al. (2010) en el estuario Golfo de Exmouth, Australia (24,3
+ 3,1 %) donde también se desarrollan matas microbianas. Ademas, el elevado contenido
de MO registrado durante la primavera podria estar asociado al aporte de MO por parte

Z 0

de un “colchon” de Spartina alterniflora sobre la zona supramareal alta de la planicie de
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marea, como producto de los fuertes vientos y sudestadas registradas durante el mes de
Septiembre. El aporte de MO por parte de esta macrdfita ha sido reportado por Negrin et
al. (2011) en la marisma de Villa del Mar (zona media del estuario de Bahia Blanca). Sin
embargo, los porcentajes de MO observados durante el periodo 2012-2013 fueron
menores a los reportados por Pizani (2008) para la misma zona de estudio (~ 30%).

La retencion de humedad en las diferentes capas del sedimento estuvo relacionada
con el tamafio de grano. EI ST3 mostré los mayores valores de humedad debido
probablemente al mayor porcentaje de sedimentos finos. Las diferencias en el contenido
de agua entre sitios, fueron detectadas a pesar de la menor frecuencia de inundacion del
ST3, tal como ya ha sido reportado anteriormente para esta area de estudio (Spetter et
al., 2015a).

3.6. Conclusiones

v' El ST3 presentd un mayor contenido de materia organica en ambas fracciones de
sedimento asociado al menor tamafio de grano de los sedimentos, a la menor
frecuencia de inundacién y a la mayor productividad de los microorganismos

bentonicos presentes.

v' El contenido de materia organica tendié a disminuir durante la época calida
probablemente debido a las mayores velocidades de evaporacidn/disecacion como
producto de las temperaturas mas elevadas. A diferencia del ST3, en ST1 se
observé un marcado decaimiento de la materia organica lo cual podria deberse no
sblo a las altas temperaturas sino también a la intensa actividad del cangrejo

Neohelice granulata a partir del mes de Diciembre de 2012.

v' La planicie de marea se comporta como un ambiente extremo con cambios
importantes de temperatura a lo largo del afio y la frecuencia de inundacién a la
gue se ve sometida que provoca cambios en la salinidad. La planicie fue
inundada con mayor periodicidad durante la época fria que durante los meses de

la época calida.
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v' A pesar de la proximidad que existe entre los sitios, se pudieron establecer claras
diferencias entre los tres sitios evaluados, en base al porcentaje de humedad, al

contenido de materia organica y tamafio de grano de los sedimentos.

v' Al contrario de lo que se esperaba, el pH, el potencial redox y la temperatura de
los sedimentos no marcaron diferencias entre los sitios. Los valores medidos
indican que todos los sedimentos son reducidos, siendo probablemente el Fe (llI)
la especie aceptora de electrones.



Capitulo 4

Dinamica anual de clorofila a
y carbohidratos
extracelulares (EPS)

Contenidos:

- Clorofila a

- Feopigmentos

- Carotenoides

- Carbohidratos coloidales

- Carbonhidratos capsulares

- Correlacion Clay CH
Relacién entre la concentracion de
pigmentos, carbohidratos y parametros
fisicoquimicos
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4.1. Introduccién

Existe una gran diversidad de matas microbianas y su composicion depende de
condiciones ambientales tales como la salinidad, la altura de marea y la duracion de la
exposicion, la intensidad de la luz, el tamafio de grano de los sedimentos y el ingreso de
materia organica. Ademas ellas son sensibles a algunos efectos de la accién
antropogénica como la eutroficacion o la liberacion de medicamentos en el ambiente

(Passarelli et al., 2015 y referencias alli citadas)

El MPB se desarrolla en la zona intermareal y supramareal de las planicies de marea y
es considerado un importante productor primario. Ademas la comunidad que constituye el
MPB presenta una distribucion heterogénea tanto en tiempo como en espacio y se ha
sugerido que la biomasa de los microorganismos es controlada por factores tales como la
resuspension, la disponibilidad de nutrientes y luz, el grazing y la desecaciéon (Underwood
y Kromkamp, 1999; Cartaxana et al., 2006)

El contenido de clorofila a es una medida de la biomasa del MPB en el sedimento al
igual que lo es para el fitoplancton en la columna de agua y ha sido ampliamente utilizado
(Farooq y Siddiqui, 2011). A su vez, la estimacién de la biomasa microalgal benténica es
una medida del potencial fotosintético y es un precursor fundamental para evaluar los
procesos manejados por la fotosintesis bentdnica. Tales procesos incluyen la produccion
de una mezcla de materia organica labil y refractaria que es producida por fijacion de CO,
y puede ser liberada al sedimento por procesos de fermentacion, foto-respiracion,

expulsados como solutos o por secrecion de EPS (Stal, 2002).

Las EPS secretadas por estos organismos son sustancias mucilaginosas compuestas
principalmente de carbohidratos y otros compuestos tales como proteinas, lipidos y
poliliposacaridos (Stal, 2010; Underwood y Paterson, 2003). En base esto, la mayoria de
los estudios de las EPS en sedimento han sido llevados a cabo en funcion del

componente predominante de dicha matriz polimérica (Underwood et al., 1995).

Los métodos utilizados para analizar la produccion de carbohidratos extracelulares en
los sedimentos de las planicies de marea, se basan en la extraccién de los analitos de la
muestra. Sin embargo, no existe un método universal dado que diferentes autores han
propuesto diferentes protocolos para la extraccién de los carbohidratos tanto en medios
de cultivos como en muestras de sedimento naturales (Underwood et al., 1995; de Winder
et al., 1999; de Deckere et al., 2002; Stal y de Brouwer, 2003; de Brouwer et al., 2006;
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Klock et al., 2007, Takahashi et al., 2009; Stal, 2010; Lembre et al., 2012; McKew et al.,
2013 y referencias alli citadas).

La concentracion de carbohidratos extracelulares se determind en esta tesis de
acuerdo al método descripto en el capitulo 2 (seccidn 2.4.3). Las dos fracciones obtenidas
y analizadas fueron la fraccién coloidal (FC) y la fraccion capsular (FCAP), cuyas
localizaciones en el sedimento se esquematizan en la figura 4.1:
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Fig. 4.1: Tipos de carbohidratos extracelulares y su localizaciéon en el sedimento,
basado en el modelo conceptual de Underwood y Paterson (2003) para las EPS
de diatomeas bent6nicas (adaptado de Pierre et al., 2014). La fraccion residual
representa las EPS enddgenas o intracelulares, la fraccion capsular las EPS que
rodean a la pared celular y la fraccién coloidal representan las EPS excretadas
libremente en el medio.
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4.2. Objetivos e hipotesis
Objetivos

e Determinar la concentracion de clorofila a y feopigmentos de los sedimentos para
estimar la biomasa presente en la planicie de marea.

e Evaluar la distribucién espacial y temporal del contenido de los carbohidratos
extracelulares.

e Evaluar la relacion entre la biomasa y la cantidad de carbohidratos extracelulares
excretados.

e Examinar la relacion o dependencia de Cla y carbohidratos con los parametros
fisicoquimicos de los sedimentos.

Hipotesis

“La concentracion de carbohidratos extracelulares varia con las condiciones
ambientales y depende de la biomasa presente en los sedimentos”

4.3. Metodologia y anéalisis de los datos

Durante el periodo Julio 2012 — Junio 2013 se llevaron a cabo muestreos de manera
mensual, alrededor del mediodia (12:00 — 16:00hs), durante la marea baja en los tres
sitios de muestreo de la planicie de Puerto Rosales, descriptos en el capitulo 1.

Se tomaron muestras de sedimento para la determinacion de la concentracion de
clorofila a, feopigmentos, carotenoides y carbohidratos extracelulares de acuerdo a las

metodologias descriptas en el capitulo 2 (seccién 2.2.1y 2.3.1).

Para evaluar la variabilidad espacial y estacional en la concentracion de clorofila a,
feopigmentos, carotenoides y carbohidratos extracelulares se siguié el diagrama de la Fig.
3.2 presentado en el capitulo 3 (seccién 3.3). Los supuestos de homocedasticidad y
normalidad fueron evaluados graficamente mediante el uso de Q-Q plots y diagramas de
residuos vs predichos. Debido a la falta de homocedasticidad y normalidad los valores de
clorofila a, feopigmentos y carotenoides fueron transformados a Ln (x+1), mientras que los
valores de los carbohidratos extracelulares fueron transformados a log (X). Ademas, se
llevaron a cabo analisis de correlacion entre las variables presentadas en el capitulo 3y la
concentracion de clorofila a y de carbohidratos extracelulares empleando el coeficiente de
correlacion de Pearson.

Los datos fueron tratados estadisticamente con el programa InfoStat® (version 2016),

siguiendo a Zar (1996). Los datos presentados en las tablas y graficos representan los
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valores medios y el error estdndar (media + ES). El nivel de significacion estadistico
aceptable fue del 5%.

4.4. Resultados

4.4.1. Distribucién de clorofila a, feopigmentos y carotenoides

La concentracion de Cla presentd un comportamiento diferente en cada sitio de
muestreo y en cada capa de sedimento durante el periodo estudiado.

En el ST1, el contenido de Cla de la capa superficial del sedimento disminuy6 desde la
época invernal del 2012 a la estacién verano del mismo afio, volviendo a regenerarse
durante el invierno 2013 (Fig. 4.2). Por el contrario, para el mismo sitio la concentracion
de Cla de la capa subsuperficial se mantuvo practicamente constante y presentd un
maximo durante el mes de enero (4,1 + 1,4 pg g* ps) (Fig. 4.2). En el ST2, la
concentracion de Cla superficial incrementé desde la estacion de invierno hasta alcanzar
su valor maximo en primavera (20,4 + 2,2 ug g™ ps) y tendié a disminuir hacia la estacion
de verano (Fig. 4.2). ElI ST3 presentdé mayor concentracién de Cla que el ST1y ST2 (Fig.
4.2) y mostré un patrén de variacion irregular, con valores medios que variaron entre 5,9 —
21,3 ug g* ps y 0,60 — 18,1 pg g* ps para la capa superficial y subsuperficial
respectivamente.

Para los tres sitios el contenido de Cla fue mayor en la capa superficial (nd — 21,3 ug g’
! ps) que en la capa subsuperficial (nd — 18,1 pg g™ ps) del sedimento (p < 0,0001; F =
86,5). En cada sitio de estudio, se hallaron diferencias estacionales significativas en las
concentraciones de Cla entre la capa superficial y subsuperficial del sedimento (p <
0,0001) (Fig. 4.2; tabla 4.1). También se hallaron diferencias significativas entre sitios en la
concentracion de Cla de la capa superficial (F = 38,5; p < 0,0001); mientras que el ST3
difirié significativamente de ST1 y ST2 con respecto a la capa subsuperficial (F =; 38,9; p
< 0,0001).
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En la figura 4.3 se muestra la distribucién mensual del contenido de Feop para los tres
sitios de estudio seleccionados, la cual sigui6é una tendencia similar a la de Cla tanto en la
capa superficial (0- 5 mm) como subsuperficial (5 — 10 mm) del sedimento.

Las concentraciones de Feop encontradas fueron mayores a las concentraciones de
Cla en cada sitio con valores que variaron entre nd — 22, 8 ug g™ ps, nd — 24, 7 ug g™ ps,
4,6 — 26, 3 ug g™ ps en la capa superficial y entre nd — 7,0 ug g ps, nd — 19,6 pg g™ ps,
3,4-29, 4 ug g ps en la pasa subsuperfcial, para el ST1, ST2 y ST3 respectivamente.

En ST1 y ST2 se hallaron diferencias estacionales altamente significativas entre las
capas consideradas para la concentracion de Feop y se resumen en la tabla 4. |. Mientras
gue en ST3 no se hallaron diferencias significativas entre capas (p > 0,05), pero si entre
los meses analizados, donde ambas capas de sedimento se diferencian del resto para los
meses de octubre y abril (p < 0,0001).

Considerando todo el periodo estudiado, se observé que los sitios difieren
significativamente en el contenido de Feop (p < 0,0001; F = 522,1) y se ordenaron de la
siguiente manera: ST1 < ST2 < ST3. Ademas se hallaron diferencias altamente
significativas entre capas (p = 0,0007; F = 522,1), siendo menor el contenido en la capa
subsuperficial.

Se evalud la relacién entre concentracion promedio de Cla y Feop (Cla/Feop) en la
capa superficial (0 — 5 mm) para cada mes del afio en ST1, ST2 y ST3. Los valores de
Cla/Feop fueron menores a uno para casi todos los meses analizados, excepto para los
meses de noviembre, enero y abril donde se registraron las menores concentraciones de
feopigmentos (Fig. 4.4).

Tabla 4.1 Resumen de los resultados del andlisis de la variancia (ANOVA triple) y test LSD.

. MxFxS . Mx F Diferencias significativas mensuales
Variables (F) Sitio  LSD F Superficigl > Subsuperficial
ST1T - 51,9** J> A > May > Jun > Feb
Cla 5,57* ST2 - 195,1** S>0>A=J>D>May>Abr>N>M>Jun
ST3 — 45 9** O > E = May > Abr > A
ST1 A 17,3** A>D>J>Feb
Feop 2,81 ** ST2 B 21,3** Jun>S>A
ST3 C ns
ST1 A 14,5%* J>A>Jun
Carot 3,15 ** ST2 B 72,2** A>S>J>N>Jun>0>D=Abr>M
ST3 C 56,3** May > E > A =Abr >0 > Jun

Variables: clorofila a (Cla), feopigmentos (Feop) y carotenoides (Carot).

Factores: F, fraccion de sedimento; S, sitio; M, mes (J: Julio, A: Agosto, S: Septiembre, O: Octubre,
N: Noviembre, D: Diciembre, E: Enero, Feb: Febrero, M: Marzo, Abr: Abril, May: Mayo, Jun: Junio).
Letras iguales indican diferencias ns entre sitios.

LSD al 5%; ns = no significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.
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Fig. 4.4: Relacion entre concentracion de Cla y Feop (Cla/Feop) en la capa
superficial (0 —5 mm) para ST1, ST2 y ST3 durante el periodo Julio 2012 -

La concentracion de Carot siguié la misma dinamica estacional que la concentracion de
Cla para los tres sitios de estudio (Fig. 4.5).

Del andlisis de los resultados se observo la existencia de diferencias estacionales
altamente significativas entre la capa superficial y subsuperficial del sedimento, y

diferencias altamente significativas entre sitios (p < 0,0001) (Fig. 4.5; tabla 4.1).
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4.4.2. Distribucién de carbohidratos coloidales (FC) y capsulares (FCAP)

La produccién de carbohidratos en los sedimentos mostré una variacion estacional
diferente para cada sitio y para cada fraccion de sedimento analizada (Fig. 4.6). Para el
ST1 la concentracion de FC y FCAP en la capa superficial, aumentd durante el invierno
(Julio-Agosto) y disminuy6 durante la primavera, manteniéndose practicamente constante
hasta el otofio donde comienza a aumentar levemente su concentracion (Fig. 4.6 a y d).
Un comportamiento similar se observo en el ST3 para la capa superficial, con elevadas
concentraciones de carbohidratos durante el otofio-invierno y bajas en primavera-verano
(Fig.4.6 b y e). A diferencia de estos dos sitios, el ST2 fue mas irregular presentando un
patron menos claro (Fig. 4.6 ¢ y f). Para cada sitio de estudio, se hallaron diferencias
estacionales significativas en las concentraciones de FC y FCAP entre la capa superficial

y subsuperficial del sedimento (p < 0,01) (Fig. 4.6; tabla 4.11).

En la capa superficial la FC vari6 desde 14,0 a 459,4 pg eqGlu g™'ps, 19,3 a 546,8 g
eqGlu g'ps y 40,7 a 893,8 ug eqGlu g'ps para el ST1, ST2 and ST3, respectivamente.
Por otro lado, la FCAP vari6 desde 40,4 a 335,7 ug eqGlu g™'ps, 12,7 a 269,2 pg eqGlu g’
'ps and 112,3 a 818,5 pg eqGlu g'ps para ST1, ST2 y ST3, respectivamente.
Contrariamente, en la capa subsuperficial el contenido de la FC y FCAP fue menor y se
mantuvo practicamente constante en todos los sitios (Fig. 4.6). Sin embargo,
considerando todo el periodo estudiado se hallaron diferencias significativas en el
contenido de FC y FCAP entre las capas de sedimento, siendo mayor en la capa

superficial que en la subsuperficial (p < 0,01) (tabla 4.1I; Fig. 4.6).

Los resultados mostraron que el ST3 difiere significativamente del ST2 y ST1 en el
contenido de carbohidratos capsulares (p = 0,0007) (tabla 4.11), mientras que ST1, ST2 y
ST3 difieren significativamente en el contenido de carbohidratos coloidales (p = 0,0002)
(tabla 4.11). Para la capa superficial, los maximos valores de FC y FCAP fueron hallados
en Agosto (459,4 + 21,7 pg eqGlu g ps 'y 335,7 + 1,3 ug eqGlu g* ps) y Septiembre
(546,8 + 66,6 ug eqGlu g™* ps and 269,2 + 62,7 pug eqGlu g* ps) para el ST1 y ST2
respectivamente (Fig. 4.6). Sin embargo, en el ST3 ambas fracciones mostraron
concentraciones maximas en Julio (818,5 + 0,4 ug eqGlu g ps) para la FCAP y en agosto
(893,8 + 67,9 ug eqGlu g ps) para la FC (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6: Variacion estacional de carbohidratos coloidales (FC) y capsulares (FCAP) en la capa
superficial (0-5 mm) y subsuperficial (5-10 mm) del sedimento para los tres sitios estudiados.
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Tabla 4.1 Resumen de los resultados del andlisis de la variancia (ANOVA triple) y test LSD.

. MxFxS - Mx F Diferencias significativas mensuales
Variables (F) Sitio LSD (F) Superficigl > Subsuperficial

ST1 A 121,9** J>A=S>May>Jun>0

FC 2,53** ST2 B 71,9%* S>J>A>0>N=May
ST3 C 144,6** A>N>J=0>May>S=D=Jun
ST1 A 80, 1** S>A=J>Jun> Abr

FCAP 3,70 ** ST2 A 15,6** S>A=1]

ST3 B 350,9** J>A>0>Jun>S>N=D>F

Variables: carbohidratos coloidales (FC), carbohidratos capsulares (FCAP).

Factores: F, fraccion; S, sitio; M, mes (J: Julio, A: Agosto, S: Septiembre, O: Octubre, N: Noviembre,
D: Diciembre, E: Enero, Feb: Febrero, M: Marzo, Abr: Abril, May: Mayo, Jun: Junio).

NMA: Ninguno de los meses analizados.

LDS al 5%; ns = no significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.

Las letras iguales indican diferencias no significativas entre sitios

Los carbohidratos extracelulares totales fueron calculados como la suma de la FC y
FCAP. La contribucién de estas dos fracciones se muestra en la Fig. 4.7. La FCAP fue
predominante en la capa subsuperficial de los sedimentos (74%), mientras que en la capa
superficial la FC y FCAP representaron el 43% y 57% del total de carbohidratos en la
planicie de marea a lo largo de todo el periodo estudiado. Se hallaron diferencias
significativas en el porcentaje de FC y FCAP entre las capas de sedimento (p < 0,0001).
El % FC fue mayor en la capa superficial, mientras que el % FCAP fue mayor en la capa
subsuperficial. Ademas, se encontraron diferencias significativas entre sitios en el % FCy

% FCAP (p < 0,05) siguiendo para ambas fracciones el siguiente orden: ST1 < ST2 < ST3.

Cuando se grafic6 FCAP vs FC, considerando todo el periodo estudiado y ambas
capas de sedimento (0 — 5 mm y 5 — 10 mm), los sitios aparecieron agrupados dentro de

la planicie de marea (Fig. 4.8).
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Fig. 4.8: Relacion entre la concentracion promedio de los carbohidratos
coloidales (FC) y los capsulares (FCAP) para la capa superficial y
subsuperficial de los sedimentos de los sitios estudiados

4.4.3. Relacion entre Cla, FC, FCAP y las variables fisicoquimicas

La relacién entre la concentracion de Cla, FC, FCAP y algunas de las variables
fisicoguimicas analizadas en el capitulo 3 fueron marcadamente diferente para cada sitio

y para cada fraccién de sedimento.

Para cada sitio de muestreo y cada capa de sedimento (0 - 5 mm y 5 - 10 mm), se
evalud la correlacion entre el contenido de las distintas fracciones de carbohidratos
analizadas y la concentracion de Cla. Se observd que la FC correlaciond
significativamente con Claen ST1 (r=0,78; p =0,003) y ST2 (r = 0,94; p < 0,0001) para
la capa superficial de sedimento; mientras que en ST3 no hubo correlacién (p = 0,16).
Para la misma capa de sedimento no se encontré correlacién entre FCAP y Cla en ST1 (p
> 0,05) y ST3 (p > 0,05), pero si hubo correlacién en el ST2 (p = 0,001). Para la capa
subsuperficial del sedimento se encontr6 una correlacion positiva entre la concentracion
de Clay el contenido de FC (r = 0,80; p = 0,002) y FCAP (r = 0,69; p = 0,01) solo en ST2.

Por otro lado, para evaluar la correlacion entre Cla, FC, FCAP, %H, %MO, pH, Eh y
temperatura, el analisis estadistico se llevdé a cabo considerando los datos de la capa
superficial de sedimento de los tres sitios de estudio y los meses correspondientes a las
épocas de invierno, otofio y primavera. La estacion de verano no se consider6 debido a la
falta de informacion de los parametros fisicoquimicos (equipo en reparacion). La matriz de

los coeficientes de correlacion se muestra en la tabla 4.111.
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Ademés, se considero la relacion entre la concentracion promedio de Cla y la materia

organica (Cla/MO: mg g) en ST1, ST2 y ST3 para el periodo de estudio completo. Los

valores de Cla/MO variaron entre 0,09 y 0,17 mg g™ y entre 0,02 y 0,09 mg g para la

capa superficial y subsuperficial respectivamente (Fig. 4.9).

Tabla 4.1ll. Matriz de correlacién de Pearson para la concentracion de clorofila a (Cla),
carbohidratos coloidales (FC) y capsulares (FCAP) y parametros fisicoquimicos de los
sedimentos superficiales de ST1, ST2 y ST3. Nivel de significacién: *P < 0,05; **P < 0,01.

pH Eh Temp Cla FC FCAP %H %MO
pH 1
Eh -0,39 1
T -0,09 0,32 1
Cla 0,23 0,04 -0,16 1
FC 0,23 -0,22 -0,30 0,65** 1
FCAP 0,19 -0,31 -0,39 0,65**  0,82** 1
%H 0,28 -0,20 -0,33 0,81**  0,76**  0,69** 1
%MO 0,03 0,18 0,35 0,13 -0,02 0,06 -0,01 1
m0-5mm 25-10 mm
0,25 -
©
> 0.20
E
o |
2 o015
E’
O 010 - [
=
0
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Fig. 4.9: Relacion entre concentracion de Cla y materia organica para ST1,
ST2 y ST3 durante el periodo Julio 2012 - Jun2013.



77

45. Discusién

La concentracién de pigmentos fotosintéticos fue utilizada como una estimacién de la
biomasa de la poblacién. Alrededor del 63%-85% de los pigmentos estuvieron
concentrados en la capa superficial del sedimento, debido a que el proceso de fotosintesis
es llevado a cabo en una fina capa fética, la cual se define como la profundidad a la cual
la intensidad de la luz se reduce hasta el 1% de la intensidad incidente (Pinckney 1994;
de Winder et al., 1999).

Se hallaron diferencias significativas entre los sitios en la concentracion de Cla de la
capa superficial y subsuperficial, donde la capa superficial presentd valores ST3 > ST2 >
ST1. Las concentraciones de Cla registradas en este estudio fueron mayores a los
reportados para la zona intermareal en otros estuarios donde las matas microbianas estan
ausentes (de Deckere et al., 2002; de Brouwer et al., 2003; Moreno y Niell, 2004; Stal,
2010). Sin embargo, fueron menores a los reportados para otras planicies de marea
donde se desarrollan biofilms y matas microbianas (de Winder et al., 1999; Staats et al.,
2001; Dijkman et al., 2010; Pierre et al., 2014). Dentro del estuario de Bahia Blanca los
contenidos de Cla fueron similares a los valores reportados por Spetter et al. (2015a)
para la misma zona media y por Dupré (2012) para la zona interna (donde se desarrollan
biofilms de diatomeas). Sin embargo, estos valores de Cla fueron mucho menores a los

reportados por Pizani (2008) en la zona inter y supramareal de Puerto Rosales.

Durante el periodo de estudio se observd una variacion estacional en la concentracion
de Cla, con concentraciones reducidas en verano. Con respecto a esto, Pan et al. (2013a)
ha reportado que la temperatura y la radiaciébn que incide sobre la superficie de los
sedimentos, controla la variacién estacional del MPB y no depende del tamafio de grano
de los sedimentos a pesar de la diferente granulometria que presentan los sitios. Asi, una
posible explicacién reside en el incremento de las velocidades de evaporacion/disecacion
en la planicie de marea. Esto a su vez es consistente con el elevado coeficiente de
correlacion encontrado entre la concentracion de Cla y el %H en la capa superficial del
sedimento para este estudio. Sin embargo, el ST3 presentd elevadas concentraciones de
Cla a lo largo del todo el periodo de estudio probablemente relacionado al alto contenido
de humedad y a la ausencia de predadores. Es mas, una dinAmica estacional similar fue
observada por Spetter et al. (2015a) para el ST1y el ST3.

La evaluaciéon del contenido de feopigmentos es especialmente importante en

sedimentos debido a que son compuestos de degradacién que provienen de fuentes
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variadas. Son mayoritariamente producidos in situ por la muerte celular del MPB, el
grazing y tienen una gran contribucion de material detritico presente en la columna de
agua, y por lo tanto de clorofila detritica. Las concentraciones de Feop mostraron un
amplio rango de variacion y fueron mayores a las concentraciones de Cla de los tres sitios
analizados. La relacion Cla/Feop puede ser utilizada como un indicador del estado
fisiologico de los microorganismos autotroficos (Dell’ Anno et al., 2002; Brito et al., 2009) o
como una medida indirecta de la actividad del grazing cuando existe una correlacién
directa entre esta relacion y la concentracién de Cla (Sin et al., 2009). La relacién de
Cla/Feop fue < 1 para los tres sitios de estudio durante casi todo el periodo estudiado,
indicando la prevalencia de detrito en la capa superficial del sedimento y fue similar a los
valores reportados por Venturini et al. (2012) en el estuario del Rio de la Plata. De
acuerdo a Dell’ Anno et al. (2002) la prevalencia de feopigmentos puede ser atribuida a la
alta turbidez, la contaminacion quimica y a otros factores que afectan el potencial
fotosintético de los productores primarios.

No se observd una correlacion directa entre la concentracion de Cla y la relacién
Cla/Feop. Esto estaria indicando la ausencia de un control del tipo “top-down” sobre la
biomasa del MPB de la planicie de marea de Puerto Rosales como ha sido reportado por

Pan et al. (2013a,b) debido a la ausencia de predadores en este tipo de ambientes.

Los carotenoides son los pigmentos que cumplen un rol fotoprotector de la comunidad
principalmente contra la radiacion UV-A y UV-B (Stal y Caummette, 1994) y mediante el
guenching de especies téxicas de oxigeno generadas durante reacciones de
fotooxidacion bajo radiacidon UV (Konhauser, 2007). Estos pigmentos estables permiten
gue las cianobacterias, sometidas a condiciones de stress debido a cambios en el
contenido de agua, salinidad o limitacion de nutrientes, toleren una alta exposicion a la luz
incluso cuando se encuentran en una fase inactiva o estacionaria y no puede reparar o
sintetizar componentes de la célula dafiados o destruidos (Castenholz, 1994). En base a
esto se podria esperar que las concentraciones de carotenoides totales sean mayores
durante la época verano, donde la intensidad de la luz es mucho mayor. Sin embargo, en
este estudio el contenido de Carot sigui6é el mismo patrén de variacion que el de Cla para
todos los sitios de estudio, lo que estaria indicando que su concentracion es influenciada
por otros factores ambientales. Las concentraciones encontradas fueron similares a las

reportadas por Dupré (2012) para la zona interna del estuario de Bahia Blanca.
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La extraccién de carbohidratos extracelulares de cultivos y sedimentos naturales es
altamente dependiente del protocolo usado, como asi también del estatus fisiol6gico de
las células y las propiedades bioquimicas de los carbohidratos (Underwood y Paterson,
2003).

Las concentraciones de carbohidratos en los tres sitios estudiados mostraron una
marcada variacion estacional en los tres sitios. La FCAP fue predominante en la capa
subsuperficial de los sedimentos, mientras que en la capa superficial la FC y FCAP
representaron el 43% y 57% del total de carbohidratos en la planicie de marea a lo largo
de todo el periodo estudiado. Esto concuerda con lo observado por de Winder et al.
(1999), quien reportdé que la matas de cianobacterias contienen mayor contenido de
carbohidratos capsulares que coloidales en los primeros 5 mm de los sedimentos,
mientras que en biofilms de diatomeas este patrén es inverso.

Los muestreos fueron llevados a cabo durante el dia y en marea baja, cuando los
microorganismos migran a la superficie de los sedimentos y ocurre una maxima
produccion de polisacaridos extracelulares. de Brouwer et al. (2003) reportaron que
durante un periodo de emersiéon los carbohidratos coloidales pueden incrementar su
concentracion entre 2 y 10 veces. Para esta planicie de marea, Pan et al. (2013a)
indicaron que el contenido de carbohidratos coloidales puede variar hasta 5 veces a
través de la mitad de un ciclo de marea.

Mas aun, de Brouwer et al. (2003) mostraron que los carbohidratos coloidales en
biofilms de diatomeas correlacionan con Cla, pero no con los carbohidratos capsulares.
Por otro lado, los mismos autores mostraron que ni los carbohidratos coloidales ni los
capsulares correlacionan con el contenido de la Cla en matas microbianas dominadas por
cianobacterias. En esta tesis, para la capa superficial (0-5 mm) del sedimento, s6lo en
ST1 y ST2 se encontrd una correlaciéon significativa entre FC y la Cla, mientras que la
FCAP no correlacion6 con la Cla en ST1 y ST3. Otros autores han observado un
comportamiento diferente de la FC y la FCAP en biofilms y matas microbianas. Asi, Staats
et al. (2001) hallaron que ambas fracciones de carbohidratos correlacionaban con el
contenido de Cla en sedimentos colonizados por diatomeas como fue observado para
este estudio para el ST2 en la capa superficial (0 — 5 mm) y subsperficial (5 — 10 mm).

Ademas, la FC y FCAP estuvieron positivamente correlacionadas indicando que ambas
fracciones de carbohidratos extracelulares obtenidas en este estudio podrian resultar de

procesos metabdlicos similares (Orvain et al., 2014).
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Muchos autores han empleado el modelo de Underwood y Smith (1998) para evaluar la
relacion entre la Cla y los carbohidratos coloidales. Con este modelo, se puede predecir la
concentracion de carbohidratos extracelulares (ug g™* ps) en planicies intermareales, a
partir del contenido de Cla (ug g™ ps) de los sedimentos (Staats et al., 2001; Kelly et al.,
2001; Thornton et al., 2002; de Brouwer et al., 2003; Bellinger et al., 2005) usando la

siguiente relacion:

Log (contenido carbohidratos coloidales + 1) = 1,40 + 1,02 Log (contenido de Cla + 1)

Esta correlacion es valida para planicies de marea intermareales donde las diatomeas
epipélicas constituyen mas del 50% del microfitobentos. Los ensamblajes dominados por
cianobacterias no muestran este patron (Underwood, 1997).

El modelo fue testeado con las concentraciones de FC y Cla de la capa supefficial

para todo el periodo estudiado y se hall6 una relacion comparable:

Log (contenido carbohidratos coloidales + 1) = 1,10 + 1,09 Log (contenido Cla + 1)

La cual explica el 55% (B = 0, p < 0,0001, R? = 0,546, n= 36) de la variabilidad de la
FC en la capa superficial. Todo esto sugiere que mas de la mitad de la FC determinada en
los sedimentos de la planicie de marea de Puerto Rosales es excretada por las diatomeas
epipélicas presentes. Esto podria estar asociado a lo reportado por Pan et al. (2014),
guienes observaron que en la planicie de marea de Puerto Rosales la colonizacion inicial
es llevada a cabo por diatomeas pennadas, mientras que las cianobacterias filamentosas
requieren mas tiempo para colonizar el sedimento desnudo, apareciendo luego de 10
dias. Ademas, estos mismos autores reportaron la ausencia de cianobacterias indicadoras

de matas maduras.

Por otro lado, las variaciones estacionales observadas en la FC podrian estar
asociadas a la frecuencia de inundacion de la planicie de marea, debido a que los
carbohidratos coloidales son solubles en agua y son rapidamente metabolizados por los
microorganismos (Stal y de Brouwer, 2003). En la capa subsuperficial FCAP fue la
fraccion predominante (75%) probablemente debido a que este tipo de carbohidratos se

une mas fuertemente a los sedimentos a través de sus grupos cargados negativamente y
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a que no son lavados durante la inundacion. Los carbohidratos extraibles en EDTA no son
o estan solo débilmente sujetos a la degradacion; por lo tanto pueden acumularse en el
sedimento y son recalcitrantes a la descomposicion (de Winder et al., 1999).

Cuando la FCAP fue graficada versus FC, el ST3 mostré claramente un
comportamiento diferente al ST1 y ST2, lo cual podria estar asociado al menor tamafio de
grano de los sedimentos y al elevado contenido de humedad ya que los sedimentos mas
finos retienen mejor los carbohidratos y cuando la humedad aumenta, se estimula la
sintesis de carbohidratos (Stal, 2010; Rossi y De Philippis, 2015). En los tres sitios de
estudio se observo una correlacion altamente significativa entre el %H y el contenido de
FC y FCAP, mostrando menores concentraciones de ambas fracciones de carbohidratos
durante los meses de primavera - verano donde la humedad de los sedimentos
disminuye. Como ya se mencion0 en el capitulo 1, estas sustancias extracelulares pueden
retener grandes cantidades de agua y ayudan a estabilizar los componentes
macromoleculares y la estructura de los microorganismos que las producen durante los

periodos donde la velocidad de evaporacion/disecacién es elevada.

La relacion Cla/MO puede ser empelada como indicador de la calidad de los
sedimentos (Niell, 1980). En este estudio la relacién fue < 1 tanto en la capa superficial
como en la subsuperficial, sugiriendo una baja calidad del sedimento y un posible origen
refractario y aléctono de materia organica. Esto esta relacionado a la influencia de la
descarga cloacal proveniente de la localidad de Punta Alta como ha sido previamente

reportado por Spetter et al. (2015a) para la misma zona de estudio.

4.6. Conclusiones

De acuerdo a los datos analizados en este capitulo se pudieron establecer las siguientes

conclusiones:

v' Los sedimentos de la zona media del EBB presentaron valores maximos de Cla
principalmente durante la época invernal (Julio 2012 — Jun 2013), al igual que en la

columna de agua, donde el fitoplancton presenta un florecimiento invernal.
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El contenido de Cla, feopigmentos, carotenoides y carbohidratos extracelulares
presenté una elevada heterogeneidad espacial y temporal tanto a micro- como a

macro-escala.

La menor concentraciéon de Cla hallada durante Julio 2012-Junio 2013 comparada
a las observadas por Pizani (2008) durante el afio 2004 indican un cambio en el

funcionamiento del sistema.

Las maximas concentraciones de carbohidratos extracelulares fueron registradas
cuando las concentraciones de Cla fueron elevadas, lo que demuestra la estrecha
relacion que existe entre el proceso de fotosintesis llevado a cabo por el MPB y la

excrecion de estos productos extracelulares.

Dada la correlacion entre la FC y FCAP, ambas fracciones podrian se producidas

a través de procesos metabdlicos similares.

Las diferentes correlaciones halladas entre el contenido de Cla y las diferentes
fracciones de carbohidratos extracelulares en ST1, ST2 y ST3, refleja la existencia
de diferentes poblaciones microbianas en los sedimentos de cada sitio y con

respecto a otras planicies de marea.

La FCAP fue predominante (75%) en la capa subsuperficial del sedimento para los
tres sitios a lo largo de todo el periodo estudiado mientras que en la capa

superficial existe una mezcla de carbono labil (FC) y refractario (FCAP).

La relacion entre los pardmetros fisicoquimicos, el tamafio de grano, la frecuencia
de inundacion, la concentracién de pigmentos y el contenido de carbohidratos
extracelulares permitié definir tres diferentes areas a pesar de su proximidad y a
gue los tres sitios estudiados se encuentran en la zona supramareal. El ST3,
localizado en la zona supramareal alta se comporté de manera diferente al ST1 y
ST2, ubicados en la zona supramareal baja. Principalmente, el tamafo de grano y
el contenido de humedad actian contribuyendo a la mayor produccién de

carbohidratos.
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v' El ST3 es el Unico sitio que mantiene el comportamiento de una mata microbiana
epibentonica, las cuales son perennes y no se descomponen durante las
estaciones cdlidas (primavera-verano). Esto se debe a que ST1 y ST2 han sido
progresivamente colonizados por cangrejos cavadores, los cuales tienen una
intensa actividad en verano, produciendo la remocién de sedimento y la

desintegracion de las matas.

v' De acuerdo a las dos relaciones utilizadas, Cla/Feop y Cla/Mo, los sedimentos de
la planicie de marea contienen un elevado contenido de detritos provenientes de la
columna de agua y estarian recibiendo aportes externos de materia organica

(descarga cloacal).



Capitulo 5

Evaluacion de nutrientes
Inorganicos disueltos y
origen de la materia
organica

Contenidos:

Parametros fisicoquimicos en agua
superficial y sedimentos

Nutrientes inorganicos disueltos en agua
de mar superficial e intersticial

Clorofila a, carbohidratos extracelulares y
composicion de monosacaridos
Composiciéon  elemental e  is6topos
estables de carbono y nitrogeno de la

materia organica de los sedimentos
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5.1. Introduccién

La fuente y dinamica de la materia organica en estuarios y sistemas costeros son de
gran importancia ecoldgica, siendo de particular interés las contribuciones relativas de la
columna de agua y el bentos, y la interaccion entre los componentes pelagicos y
bentonicos dentro de estos sistemas (Lessen, 2006).

Las planicies de marea se encuentran entre los componentes mas productivos debido
a que una gran variedad de procesos biogeoquimicos son llevados a cabo en ellas,
incluyendo deposicion, remocién de nitrégeno y fosforo y el reciclado de la materia

organica de origen marino-terrestre y de los nutrientes (DeBusk, 1999).

Las fuentes de materia organica de los sedimentos tanto autdctonas como al6ctonas
son multiples y diversificadas, entre las cuales podemos mencionar: detritos organicos,
aportes fluviales/terrestres, pastos marinos, macroalgas y bacterias benténicas, MPB,
fitoplancton, epifitas, aportes antropogénicos, entre otras. La discriminacién de la
contribucién de las diferentes fuentes de materia organica dentro de las planicies de
marea es de especial interés desde punto de vista biogeoquimico para entender su
importancia dentro de los ambientes costeros. Los isétopos estables de carbono y
nitrégeno y su relacion elemental (C:N) han sido ampliamente utilizados como trazadores
naturales para identificar las fuentes y destinos de la materia organica en ambientes
estuariales y marino costeros (Cook et al., 2004; Zhou et al., 2006; Faganeli et al., 2009;
Rumolo et al., 2011; Gao et al., 2012). El uso de estos trazadores se basa en la existencia
de una marcada diferencia entre las abundancias naturales de los isétopos estables de

carbono y nitrégeno, y la relacion C:N provenientes de diferentes fuentes.

Tal como se mencion6 en el capitulo 1, las matas microbianas y los biofilms que se
desarrollan en ambientes costeros estan intimamente relacionados con los ciclos
biogeoquimicos de los elementos, ya que todos los nutrientes inorganicos disueltos en
agua intersticial pueden circular entre los canales y poros que se forman entre las
particulas de sedimento y la matriz exopolimérica. Ademas, las caracteristicas
fisicoguimicas del ambiente donde estos sistemas microbianos se desarrollan condicionan
la cantidad, calidad y composicion de la materia organica de los sedimentos que

colonizan. La produccién de una mezcla de carbono labil y refractario en biofilms y matas
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microbianas genera condiciones adecuadas que favorecen las interacciones bacterias-
MPB en los sedimentos de las planicies de marea y puede ser degradada por un diverso

consorcio de microorganismos.

Una gran variedad de autores han reportado la composicion de monosacaridos de los
carbohidratos excretados por diatomeas y cianobacterias principalmente en trabajos
realizados en cultivos (de Winder et al., 1999; Underwood y Paterson, 2003; Underwood
et al., 2004; de Brouwer et al., 2006; Bellinger et al., 2005, 2009; Stal, 2010) y en menor
medida en trabajos sobre muestras de sedimentos naturales (de Brouwer et al., 2003;
Hanlon et al., 2006, Passarelli et al., 2015). Dicha composicion depende del tipo de
especies que constituyen el MPB y de las condiciones del medio (por ejemplo:
condiciones de luz-oscuridad, frecuencia de inundacion, salinidad, entre otras) donde se
desarrollan las matas microbianas y biofilms, como asi también de los métodos de
extraccion empleados para obtencién de los carbohidratos extracelulares. En los biofilms
las diatomeas presentes secretan carbohidratos constituidos por glucosa, galactosa,
manosa, xilosa, arabinosa, fucosa, ramnosa y acidos urénicos (Underwood y Paterson,
2003). En las matas microbianas donde las cianobacterias constituyen el grupo
dominante, frecuentemente los carbohidratos estan compuestos ademas por ribosa,
fructuosa y aminoazucares como glucosamina y galactosamina (Stal, 1994; Rossi y De
Phillips, 2015).
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5.2. Objetivos e hipotesis
Objetivos

e Determinar la concentracién de nutrientes inorganicos disueltos en agua de mar
superficial e intersticial y evaluar posibles fuentes y sumideros.

e Evaluar la concentracion de Clorofila a, feopigmentos, humedad y materia
organica de los sedimentos para conocer el estado de la planicie de marea
durante el periodo de estudio.

e Evaluar la relacion entre la biomasa y la disponibilidad de nutrientes inorganicos
disueltos

e Evaluar diferentes trazadores naturales (8"*C y 8"°N y relacién C:N) para examinar
posibles fuentes de materia organica de los sedimentos supramareales de Puerto
Rosales.

Hipotesis

“La dinamica de nutrientes inorganicos disueltos regula el desarrollo de las matas
microbianas en la planicie de marea costera”

“Las matas microbianas actian como degradadoras de la MO produciendo asi una
recirculacion de nutrientes al sistema”

5.3. Metodologia y anélisis de los datos

Considerando que la biomasa y la actividad de las matas microbianas fueron mayores
en la época invernal (capitulo 4), durante el periodo Julio 2013 — Septiembre 2013
(Invierno 2013) se llevaron a cabo los muestreos de manera quincenal, alrededor del
mediodia (12:00 — 16:00hs) y en marea baja, en los tres sitios de muestreo de la planicie
de marea de Puerto Rosales descriptos en el capitulo 1.

Se tomaron muestras de sedimento para la determinacidon del porcentaje de materia
organica, porcentaje de humedad, clorofila a, feopigmentos, carbohidratos extracelulares,
composicion isotépica de 8*3C y 8N y el contenido de carbono y nitrégeno elemental de
acuerdo a las metodologias descriptas en el capitulo 2 (seccién 2.2.1y 2.3.1).

Ademas, se tomaron muestras de agua superficial e intersticial para la determinacién
de los nutrientes inorganicos disueltos, materia organica particulada, clorofila a vy
feopigmentos de acuerdo a las metodologias descriptas en el capitulo 2 (secciones 2.2.2,

2.2.3,2.3.2y 2.3.3). Los parametros fisicoquimicos en agua superficial (pH, temperatura,
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turbidez, oxigeno disuelto y conductividad/salinidad) y en el sedimento superficial fueron
medidos in situ tal como se indico en el capitulo 2 (seccion 2.1).

Con el fin de analizar la diferencia espacial y temporal de los parametros fisicoquimicos
evaluados en la capa superficial del sedimento (Eh, pH y temperatura) se aplicd un
andlisis de la varianza a dos vias (ANOVA doble) sin réplicas, seguido del test LSD de
Fisher (Least Significant Difference). La variabilidad espacial (entre sitios y fracciones de
sedimento) y temporal (entre fechas) en el contenido de materia organica, humedad,
clorofila a, feopigmentos y carbohidratos extracelulares se siguié el diagrama de la Fig.
3.2 presentado en el capitulo 3 (seccion 3.3). Los supuestos de homocedasticidad y
normalidad fueron evaluados graficamente mediante el uso de Q-Q plots y diagramas de
residuos vs predichos. Debido a la falta de homocedasticidad y normalidad los valores de
Clorofila a y feopigmentos fueron transformados a Ln (x+1), mientras que los valores de
los carbohidratos extracelulares fueron transformados a log (x). La variabilidad entre sitios
de muestreo y las distintas capas de sedimento (0 — 5 mm y 5 — 10 mm) de la
composicion elemental y de los isétopos estables de carbono y nitrégeno, fue evaluada
combinando los datos para el periodo de estudio completo (es decir, ignorando las
diferencias temporales) mediante un analisis de la varianza a dos vias. No fueron
analizados estadisticamente aquellos parametros que representaron datos puntuales. Los
datos fueron tratados estadisticamente con el programa InfoStat (version 2016), siguiendo
Zar (1996).
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5.4. Resultados

5.4.1. Parametros fisico-quimicos de los sedimentos y de la columna de agua que
cubre la planicie de marea

En la tabla 5.I se muestran los valores de los parametros fisicoquimicos, la
concentracion de clorofila a, feopigmentos y materia organica particulada (MOP)
determinados en agua de mar superficial durante la estacion de invierno de 2013.

Los valores de pH y salinidad no mostraron grandes fluctuaciones durante el periodo
estudiado. Los valores de temperatura fueron tipicos para la estacion del afio,
presentando un maximo el 11/09/13 y un minimo el 12/08/13. Se observaron altas
concentraciones de oxigeno disuelto (OD) (7,54 - 11,0 mg L™) y porcentajes de saturacion
de OD (%Sat OD) mayores al 100%, registrandose los maximos valores el 12/08/13 (tabla
5.1).

La concentracién de Cla fue mas variable, presentando un pico el 16/07/13 y otro de
menor intensidad el 28/08/13 (tabla 5.1). El valor minimo fue registrado el 12/08/13, donde
ademas se observé el maximo valor de turbidez, OD y %Sat OD. Por el contrario, la
concentracion de feopigmentos fue no detectable para todo el periodo de estudio (tabla
5.1). El contenido de MOP fue elevado en el agua de mar de Puerto Rosales (2,34 — 4,02
mgC L™). El valor maximo de MOP registrado el 16/07/13 fue coincidente con el maximo
de Cla detectado. Sin embargo, se produjo un segundo pico de MOP de menor intensidad

el 12/08/13 que fue coincidente con el minimo valor de Cla (tabla 5.1).

Los pardmetros fisicoquimicos registrados en la capa superficial (0 — 5 mm) de los
sedimentos supramareales de la planicie de marea de Puerto Rosales se detallan en la
tabla 5.1l. Durante el periodo estudiado, la temperatura de los sedimentos mostré una
importante variabilidad y fue mayor a la observada en la columna de agua (tabla 5.11). Se
hallaron diferencias altamente significativas entre las fechas de estudio (tabla 5.11I)
presentandose el minimo valor medio el 5/07/13 (8,8 + 0,5 °C) y el maximo el 11/09/13
(18,5 = 0,5 °C). Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas entre sitios (p =
0,863, tabla 5.1l). Los valores de pH fueron similares en los tres sitios analizados (tabla

5.11) con valores medios cercanos al valor neutro: 7,0 +0,4, 6,5+ 0,4y 6,2 +0,4 para ST1,
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ST2 y ST3 respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre las fechas
evaluadas (p = 0,146) ni entre los sitios de muestreo (p = 0,395) (tabla 5.11I).

Los valores de Eh de la capa superficial fueron positivos para los tres sitios durante
todo el periodo estudiado variando entre 33 y 299 mV (tabla 5.11). No se hallaron
diferencias significativas entre sitios (p = 0,589, tabla 5.1Il). Sin embargo, ST1 presenté el
mayor valor medio (193 = 49 mV) respecto de ST2 (129 + 49 mV) y ST3 (127 + 49 mV).
Tampoco fueron observadas diferencias significativas entre las fechas de estudio (p =
0,974, tabla 5.111).

El porcentaje de humedad fue significativamente diferente entre los sitios analizados,
con valores medios de 20,6 £ 3,1% para ST1, 26,1 + 8,5% para ST2 y 28,6 + 2,9% para
ST3 (Fig. 5.1, tabla 5.1V). La retenciéon de humedad tendi6 a ser mayor en la capa de
sedimento superficial para ST1 y ST2 (Fig. 5.1a y b), mientras que en ST3 el %H fue
similar en ambas capas (Fig. 5.1c¢). La misma tendencia fue observada en el capitulo 4 y
se hallaron diferencias significativas entre la capa superficial y subsuperficial del
sedimento (tabla 5.1V). Es importante destacar que en los tres sitios se observaron valores
elevados de %H en la capa superficial para la fecha del 16/07/13. Ademas, se
encontraron diferencias significativas entre las fechas analizadas presentando el valor
medio maximo el 16/07/13 (28,9 + 0,6%) y el minimo el 28/08/13 (21,1 + 0,6%) (Fig. 5.1,
tabla 5.1V) para toda la planicie de marea.

Para todo el periodo estudiado, en general, el contenido de materia organica mostro
la misma tendencia que el contenido de humedad, con valores mayores en los
sedimentos superficiales para los tres sitios (Fig. 5.2). Ademas, las diferencias entre las
capas de sedimento fueron significativas (tabla 5.1V). EI %MO se comporté de manera
diferente durante las fechas de estudio para cada sitio (Fig. 52 a, b y ¢) y fue
estadisticamente diferente entre los sitios de muestreo (tabla 5.1V), presentando un valor
medio mayor en ST3 (13,0 £ 0,6%). A diferencia de lo observado en el %H, para la fecha
16/07/13 se registraron los minimos valores de MO en ST1, ST2y ST3 (Fig. 5.2 a, by c).
También se detectaron diferencias significativas entre las fechas de estudio, donde el
valor del %MO registrado el 16/07/13 (3,9 + 0,6%) difiere del observado el 11/09/13 (10,2
+ 0,6%) (tabla 5.1V).
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Tabla 5.I: Resumen de los parametros oceanograficos determinados en agua de mar en Puerto
Rosales, zona media del estuario de Bahia Blanca, Argentina.

_ Feop. MOP
Temp. Salinidad Turb. oD %Sat. Cla :

Fecha PR eg) psw) (N (mgth)  ob gty H9- (9c
05/07/13  =wvn  eoeems seen e e e e e e
16/07/13 82 9,5 36 88 - e 8,01£0,16 nd 4,02
31/07/13 83 85 35 48  7,54+0,44 92  3,34x022 nd 2,34
12/08/13 82 8,4 36 141  11,0:0,18 134 240080 nd 3,30
28/08/13 81 87 35 121  8,67:0,69 107 4,23t1,56 nd 2,94
11/09/13 8,2 16,6 e 8,6740,69 123  2,84+1,17 nd 2,37

Tabla 5.1: Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos
de los tres sitios estudiados en la planicie de marea de Puerto Rosales.

Sitio Fecha pH Eh  Temperatura
05/07/13 7,5 299 8,7
16/07/13 5,9 260 13,5
31/07/13 ........ ... Ll

STL 120813t
28/08/13 7,8 137 19,0
11/09/13 6,7 75 18,4
05/07/13 7,1 46 8,7
16/07/13 6,1 116 14,7
31/07/13 ... s

ST2 1210813 oo
28/08/13 5,77 185 16,6
11/09/13 7,07 168 18,2
05/07/13 7.8 168 9,1
16/07/13 5,48 33 13,8
31/07/13 ..o s

ST3 12008113 oo
28/08/13 5,07 108 16,9
11/09/13 6,39 198 18,8

Tabla 5.1ll: Resumen de los resultados del andlisis de varianza (ANOVA doble sin réplicas)
para los parametros fisicoquimicos en la capa superficial del sedimento (n = 12).

Variables

A

Temperatura A
A

A

pH A

A

Eh A

A

A

ST1
ST2
ST3
ST1
ST2
ST3
ST1
ST2
ST3

ns

ns

80,7**

A

A

LSD Sitio Fechas 05/07/13 16/07/13 28/08/13 11/09/13

B C C
A A A
A A A

Las letras iguales indican diferencias no significativas, tanto estacionales como entre

sitios analizados.

LSD al 5%; ns = no significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.
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Fig. 5.1: Porcentaje de humedad de la capa superficial (0 — 5
mm) y subsuperficial (5 — 10 mm) para los tres sitios analizados.
A: ST1,B: ST2y C: ST3.
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Fig. 5.2: Contenido de materia organica de la capa superficial (0 — 5

mm) y subsuperficial (5 — 10 mm) para los tres sitios analizados. A:
ST1,B:ST2y C: ST3.
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Tabla 5.V Resumen de los resultados del andlisis de la variancia (ANOVA triple) y test LSD.

Variables M)EE)X S S(ilii)o LSD Fra(ch)ién LSD Fechas '\:/'ngy
A 28/08/13
%H ns 56,0%* 2 168%  S>SS 349" g0
A 16/07/13
9%MO ns 91,3* B 1577  S$>SS 20,7 10

@)

Variables: humedad (%H) y materia organica (%MO). Factores: F, fraccion de sedimento; S, sitio; F, fechas.
S: capa de sedimento superficial y SS: capa de sedimento subsuperficial.

LSD al 5%; ns = no significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.

Las letras iguales indican diferencias no significativas entre sitios.

5.4.2. Nutrientes inorganicos disueltos en agua de mar superficial e intersticial

La concentracion de los nutrientes inorganicos disueltos en agua de mar y los valores
minimos y méaximos correspondientes se muestran en la tabla 5.V. Ademas, se muestra
la concentracion del nitrdgeno inorganico disuelto (DIN) calculada como la suma de la
concentracion de nitritos (NOy), nitratos (NO3) y amonio (NH").

Durante el periodo estudiado se observd que la concentracion de NOj3 y de fdsforo
reactivo soluble (PO,*) siguié la misma tendencia con valores méaximos registrados para
el 16/07/13, 12/08/13 y 11/09/13 (Fig.5.3). Por otro lado, el contenido de NO; Yy silicatos
(DSi) mostraron un comportamiento similar, manteniéndose practicamente constantes a lo
largo de todo el periodo (Fig.5.3 y Fig. 5.4), mientras que la concentraciéon de NH," fue
mucho mas variable (Fig. 5.4)

Ademads, en la distribucion temporal se puedo observar que la maxima concentracién
de Cla se detect6é junto con la mayor concentracion de todos los nutrientes disueltos
analizados. El 12/08/13 se detectd el valor minimo de Cla (2,40 + 0,80 pg L™), el cual
estuvo acompafiado por un aumento en la concentracion de todos los nutrientes, a
excepcion del NH,*, con valores de 1,02 uM, 8,33 uM, 1,58 pM y 37,72 uM para NO;,
NOs, PO,* y DSi respectivamente (tabla 5.; Fig. 5.3 y 5.4). A su vez, el minimo valor de
Cla detectado fue coincidente con los maximos valores de turbidez, OD, %Sat OD y una
elevada concentracion de MOP (tabla 5.1).

Por otro lado, se observd que la maxima concentracién de NH," fue coincidente con el
méaximo valor de MOP detectado el 16/07/13 (10591 uM y 4,02 mgC L*,

respectivamente), y fue seguida por una brusca caida de su concentracion. Desde el
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12/08/13 al 11/09/13 la concentracion de MOP y NH," presentaron un patrén inverso

(tabla 5.1y Fig. 5.4).
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Fig. 5.3: Variaciéon de la concentracion de Nitritos, Nitratos y fosfatos (UM) en agua de mar
superficial durante el periodo Julio — Septiembre 2013
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Fig. 5.4: Variacion de la concentracion de Amonio y Silicatos (UM) en agua de mar superficial
durante el periodo Julio — Septiembre 2013
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La concentracion de nutrientes inorganicos disueltos en agua intersticial para los sitios
ST1 y ST3 se muestran en la tabla 5.V. Es importante aclarar que solo se muestran los
resultados para las fechas donde fue posible realizar la extraccién de la misma.

Considerando la fecha del 28/08/13 se pudo observar que ST3 presentd mayores
concentraciones de NOs y menores concentraciones NH," que ST1, mientras que para el
resto de los nutrientes (PO,*, DSi y NO,) no hubo diferencias. En ST1 se detecté un
importante aporte de NO3 (565,76 uM) el 16/07/13 que superd las concentraciones de
NH,;" y NO, (tabla 5.V). Para el resto de los nutrientes se observé un comportamiento
similar entre las fechas analizadas.

Comparando las concentraciones promedio de nutrientes inorganicos disueltos en
agua superficial e intersticial durante el invierno 2013, se observo que todos los nutrientes
presentaron mayor concentracion en agua intersticial, siendo las diferencias mas
marcadas para NOs', DSiy NH," (tabla 5.V).

En la figura 5.5 se comparan las concentraciones de nutrientes en agua intersticial para
el periodo de estudio (invierno 2013) con las observadas durante los afios 2009-2010 y
2011, en la planicie de marea de Puerto Rosales durante la época invernal. Se observé un
importante aporte de nutrientes nitrogenados principalmente de amonio, seguida por la de
nitratos y nitritos; mientras que las concentraciones de fosfatos y silicatos fueron menores
a las de los afos anteriores.

275 - = 2009-2010
250 - 2011
225 2013
200 -
175 -
150 -
= 125
100 -
75
50 -
o Il
0
Nitritos Nitratos Fosfatos Silicatos Amaonio

Fig. 5.5: Concentracion de nutrientes inorganicos disueltos en agua intersticial
para la planicie de marea de Puerto Rosales durante la época invernal de los
afios 2009-2010, 2011 y 2013.
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5.4.3. Clorofila a, carbohidratos extracelulares y composicién de monosacaridos

La concentraciéon de Cla presentd un comportamiento diferente en cada sitio de
muestreo y en cada capa de sedimento durante el periodo estudiado (Fig.5.6), siguiendo
un comportamiento similar al descripto en el capitulo 4.

En ST1, el contenido de Cla varié de la misma manera en ambas capas de sedimento
para las distintas fechas. Sin embargo, para todo el periodo estudiado se hallaron
diferencias altamente significativas entre capas con un rango de concentracion mayor en
la capa superficial (3,12 — 8,79 pg g™ ps) que en la capa subsuperficial (0,22 — 2,05 pg g™
ps) (Fig. 5.6a; F = 44,1; p = 0,0002). En ambas capas de sedimento se detectaron dos
valores maximos de Cla, uno en Julio (5/07/13) y otro mas importante en Septiembre
(11/09/13). Considerando el valor de Cla promedio obtenido entre ambas capas de
sedimento, se hallaron diferencias altamente significativas entre las fechas analizadas,
siendo la fecha del 28/08/13 la que se diferencia del resto (F = 14,7; p < 0,0001).

En ST2, la concentracién de Cla superficial presenté un pico el 16/07/13 en la capa
superficial y subsuperficial de sedimento (Fig 5.6b); mientras que en ST3 el contenido de
Cla se mantuvo elevado en ambas capas de sedimento a lo largo de todo el periodo
estudiado, alcanzado valores mayores a 12 pg g™ ps en la capa superficial (Fig. 5.6¢). En
ambos sitios se encontraron diferencias altamente significativas entre capas para las
distintas fechas de estudio (tabla 5.VI).

Considerando todo el periodo de estudio, se hallaron diferencias significativas entre
sitios siendo la concentracién de Cla en ST1 < ST2 < ST3 (p < 0,0001, tabla 5.VI).
Ademas se hallaron diferencias altamente significativas entre capas (p < 0,0001; F =

67,3), siendo menor el contenido en la capa subsuperficial.

En la figura 5.6 también se muestra el contenido de Feop para los tres sitios de
estudio seleccionados, el cual siguié una tendencia similar al de Cla tanto en la capa
superficial (0- 5 mm) como subsuperficial (5 — 10 mm) del sedimento. A diferencia de lo
gue se registré6 en el capitulo 4, la concentracion de Feop fue siempre menor a la
concentracion de Cla en ambas capas para los tres sitios de estudio seleccionados (Fig
5.6a, b y ). Los rangos de valores variaron entre 0,95 — 5,33 ug g™ ps, 0,42 — 24,59 ug g*
psy 3,38 — 12,12 pg g™ ps para ST1, ST2 y ST3 respectivamente (Fig. 5.6 a, b y ¢). Se
hallaron diferencias significativas entre capas, siendo mayor en la capa superficial (0 — 5

mm) (p < 0,0001).



99

La concentracién de Feop se comport6 de la misma manera para cada uno de los sitios
y en cada capa de sedimento durante el periodo estudiado. Se observé la existencia de
diferencias significativas entre sitios (tabla 5.VI, p < 0,0001), registrandose la mayor
concentraciéon promedio de Feop en ST3 (8,12 + 3,25 pg g* ps). Ademas, se hallaron
diferencias temporales altamente significativas, donde la fecha del 16/07/13 difiere del
resto.

La produccion de carbohidratos extracelulares mostr6 un patron de variacion
fuertemente asociado a la dinamica temporal observada en la concentracion de Cla
durante el invierno 2013 (Fig. 5.7 y 5.8).

En ST1 las concentraciones de FC y FCAP alcanzaron su maximo valor en Septiembre
para la capa superficial, mientras que en la subsuperficial los maximos fueron observados
en Julio (5/07/13) (Fig. 5.7a y Fig.5.8a). El contenido de FCAP fue similar en la capa
superficial y subsuperficial, y no se detectaron diferencias significativas entre capas (p =
0,48) (Fig. 5.8a). Sin embargo, las capas difirieron en la concentraciéon de FC (p < 0,0001),
siendo mayor en la capa superficial con valores que variaron entre 14,2 y 146,9 ug eqGlu
g’ ps (Fig.5.7a). Las bajas concentraciones registradas el 28/08/13 para ambas fracciones
de carbohidratos extracelulares fueron coincidentes con un bajo contenido de Cla vy
marcaron las diferencias significativas halladas entre las fechas de estudio (p = 0,001 para
FCy p =0,0004 para FCAP).

Un comportamiento menos definido fue observado en ST2 (Fig 5.7b y 5.8hb). Se
registraron muy bajas concentraciones de FC en la capa superficial, y dos maximos
importantes fueron detectados en ambas capas de sedimento el 16/07/13 (Fig. 5.7b). Por
otro lado, el contenido de FCAP mostrd bajos valores en ambas capas de sedimento
(5.8b). Debido a la alta variacion detectada en la concentracion de los carbohidratos, en
ST2 se detectaron diferencias significativas entre la capa superficial y subsuperficial para
cada una de las fechas de muestreo (tabla 5.VI).

A diferencia de los otros dos sitios, en ST3 las concentraciones de FC y FCAP se
mantuvieron elevadas practicamente durante todo el periodo de estudio (Fig. 5.7 cy 5.8 ¢)
y se detectaron diferencias significativas entre las capas de sedimento (tabla 5.VI).

Considerando todo el periodo estudiado se hallaron diferencias significativas en el
contenido de FC entre las capas de sedimento, siendo mayor en la capa superficial que
en la subsuperficial (p < 0,0001), mientras que no fueron detectadas diferencias entre

capas para FCAP (p = 0,62). Ademas, los resultados mostraron que ST1 difiere
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significativamente de ST2 y ST3 en el contenido de FCAP (p < 0,0001) (tabla 5.VI),
mientras que ST1, ST2 y ST3 difieren significativamente en el contenido FC (p < 0,0001)
(tabla 5.VI).
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Fig. 5.6: Variacion de la concentracion de clorofila a (Cla) y feopigmentos
(Feop.) en el sedimento superficial (0-5 mm) y subsuperficial (5-10 mm) para
los tres sitios estudiados de Puerto Rosales durante Julio 2013 - Septiembre
2013 (media * SE; n=3)
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Fig. 5.7: Variacion de la concentracion de carbohidratos coloidales (FC)
en el sedimento superficial (0-5 mm) y subsuperficial (5-10 mm) para los
tres sitios estudiados de Puerto Rosales durante Julio 2013 - Septiembre
2013 (media £ SE; n=3). A=ST1; B=ST2y C = ST3.
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Fig. 5.8: Variacion de la concentracion de carbohidratos capsulares (FCAP) en el
sedimento superficial (0-5 mm) y subsuperficial (5-10 mm) para los tres sitios
estudiados de Puerto Rosales durante Julio 2013 - Septiembre 2013 (media +
SE; n=3). A=ST1;B=ST2y C=ST3.
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Tabla 5.Vl Resumen de los resultados del andlisis de la variancia (ANOVA triple) y test LSD.

Diferencias significativas

Variables M’(‘E)XS Sito LSD M(é)': por fecha
Superficial > Subsuperficial
ST1 A ns NFA
Cla 4,41** ST2 B 187,1* C>D>A
ST3 C 108,4** B>C>D
ST1 A e
Feop ns ST2 B @ -
ST3 c - e
ST1 A ns NFA
FC 4.47** ST2 B 197,8** C>D>A
ST3 C 109,5** B>C>D
ST1 A ns s
FCAP 8,3* ST2 B 28,9** C
ST3 B 24,6** B>D

Variables: clorofila a (Cla), feopigmentos (Feop), carbohidratos coloidales (FC) y carbohidratos capsulares
(FCAP).

Factores: F, fraccion de sedimento; S, sitio; F, fechas (A: 5/07/13, B: 16/07/13, C: 28/08/13 y D: 11/09/13
NFA: Ninguna de las fechas analizadas

LSD al 5%; ns = no significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.

En la figura 5.9 se muestra la composicion de monosacéaridos de la FC (% moles),
extraida de la capa superficial de los sedimentos, para los sitios ST1, ST2 y ST3. Los
resultados corresponden a un pool de muestra obtenido por la combinacién de las
distintas FC de todo el periodo de estudio. Si bien la glucosa fue el monosacarido
predominante en los tres sitios, los porcentajes del resto de las hexosas, pentosas y des-

oxiazucares fueron diferentes para cada sitio mostrando el siguiente orden:

ST1: glucosa > galactosa > xilosa > manosa > arabinosa > ramnosa > fucosa
ST2: glucosa > galactosa > manosa > xilosa = fucosa > ramnosa > arabinosa

ST3: glucosa > galactosa > xilosa = manosa > arabinosa > ramnosa = fucosa
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Fig. 5.9: Composicion de monosacéridos (% moles) para la
fraccion coloidal (FC, carbohidratos solubles en agua) de la capa
superficial del sedimento en ST1, ST2y ST3.
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5.4.4. Composicion elemental e isGtopos estables de carbono y nitrégeno de la
materia organica de los sedimentos

En las figuras 5.10, 5.11 y 5.12 se muestra el contenido de carbono organico (Corg), el
contenido de nitrégeno total (NT) y la relaciobn carbono orgénico:nitrégeno total (C:N)
expresada como peso/peso (p/p) para los tres sitios de estudio seleccionados.

Los porcentajes de Corg fueron relativamente bajos para los tres sitios variando entre
0,10 y 1,07%. En ST1 y ST2 el Corg presentd una distribucibn més variable entre las
capas de sedimento, como asi también entre fechas de estudio. En general, para ambos
sitios, el porcentaje de Corg fue mayor en la capa superficial y los valores maximos fueron
observados el 11/09/2013 (0,70%) y el 16/07/2013 (0,48%) para ST1 y ST2
respectivamente (Fig. 5.10a y Fig. 511a). En ST3 el contenido de Corg fue mayor en la
capa superficial del sedimento y se mantuvo practicamente constante durante el periodo
estudiado (Fig. 5.12a).

Un comportamiento similar al Corg fue observado en el contenido de NT para ST1, ST2
y ST3 (Fig. 5.10b, 5.11b y 5.12b). El contenido de NT fue menor en ST1 y ST2, los cuales
presentaron el mismo rango de valores (0,02 - 0,06%), mientras que en ST3 los valores
variaron entre 0,10 y 0,15%.

Las relaciones C:N fueron elevadas y se mantuvieron practicamente constantes en
profundidad para los tres sitios, con valores que variaron entre 5,0 y 11,3 (Fig. 5.10c,
5.11c y 5.12¢). En el ST3 la relacién C:N fue menos variable que en ST1 y ST2.

Considerando todo el periodo estudiado, se observaron diferencias significativas entre
los sitios analizados en el contenido de Corg vy NT (p = 0,038 y p = 0,013,
respectivamente), donde ST3 difiere de ST1 y ST2. Ademas, se hallaron diferencias
significativas entre la capa superficial y subsuperficial del sedimento para las mismas
variables (p < 0,0001), siendo mayores en la capa superficial del sedimento. Sin embargo,
no se hallaron diferencias significativas ni entre sitios (p = 0,81) ni entre las capas de

sedimento (p = 0,19) para la relacion C:N.

La composicién isotopica de 8C y &°N de la materia orgéanica de los sedimentos
supramareales mostré una variacion diferente para cada sitio de muestreo y para cada
capa (Fig. 5.13, 5.14 y 5.15). Los valores de §'°C variaron entre -17,3 y -21,4%o, -16,6 y -
19,5%0 y -15,8 y -18,4%0 para ST1, ST2 y ST3 respectivamente (Fig. 5.13a, 5.14a, 5.15a).

Se hallaron diferencias significativas en el §'°C entre los sitios analizados (p < 0,0001)

y entre la capa superficial y subsuperficial de sedimento (p < 0,0001).
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Fig. 5.10: Variacion del contenido de carbono orgénico (Corg): a,
nitrégeno total (NT): b y la relaciébn carbono organico:nitrégeno
total (C:N; p/p): ¢, en ST1 durante el periodo estudiado.
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Por otro lado, los valores de 8"°N presentaron rangos que variaron entre nd y 7,82 %o,
ndy 97%o0y 7,48 y 7,99%0 para ST1, ST2 y ST3 respectivamente (Fig. 5.13b, 5.14b,
5.15b). A diferencia del 8"°C, la composicion isotopica de 8*°N fue siempre superior en la
capa subsuperficial del sedimento en ST3. Se hallaron diferencias significativas entre
sitios en el 3'°N, donde ST1 difiere de ST3 (p = 0,006), mientras que no se observaron

diferencias entre la capa superficial y subsuperficial del sedimento (p = 0,21).
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Fig. 5.13: Variacion de la composicién isotépica de la materia organica
en el sedimento superficial (0 — 5mm) y subsuperficial (0 — 10mm) para
ST1 durante el periodo estudiado. a: §"°C'y b: §°N
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5.5 Discusién

En capitulos previos de esta tesis se evaluaron los parametros fisicoquimicos de los
sedimentos superficiales de la planicie de marea de Puerto Rosales para los tres sitios de
estudio. Las siguientes consideraciones pueden realizarse para los tres sitios en conjunto:
los valores promedio de pH para los tres sitios estuvieron cerca del valor neutral (6, 2 —
7,0) y se encontraron dentro del rango de valores normales para sedimentos estuarinos;
el potencial redox fue positivo durante todo el periodo de muestreo y los valores medidos
(123-192 mV) indicaron que los sedimentos de ST1, ST2 y ST3 son reducidos, siendo
probablemente el Fe (lll) la especie aceptora de electrones; la temperatura de los
sedimentos sigui6 el patron de variacion estacional con valores mas elevados hacia fines
del invierno (11/09/13). Ninguno de los tres parametros permitié establecer diferencias
significativas entre los sitios. El porcentaje de humedad y de materia organica de los
sedimentos supramareales mostraron un comportamiento similar en cada uno de los sitios
analizados, con valores mayores en la capa superficial del sedimento. El ST3 present6 el
mayor %H y %MO en ambas fracciones de sedimento asociado al menor tamafio de
grano de los sedimentos, a la menor frecuencia de inundacion y a la mayor productividad

de los microorganismos bentonicos presentes.

Los parametros fisicoquimicos registrados en la columna de agua de Puerto Rosales
fueron similares a los previamente reportados dentro de la zona media del estuario de
Bahia Blanca (Popovich y Marcovecchio, 2008; Freije et al., 2008; La Colla et al., 2015).

El pH del agua superficial fue elevado y presentd una baja variabilidad durante el
periodo estudiado (8,1 — 8,3). Se sabe que el pH del estuario de Bahia Blanca varia en el
rango 7,6 - 8,6 y se han alcanzado valores de ~ 9 luego de un bloom fitoplancténico
(Popovich et al., 2008), con lo cual los valores observados se encuentran dentro de los
reportados para el estuario. El valor maximo de OD registrado (11 mg L™?) junto con un
elevado %Sat OD y el maximo de turbidez (141 UNT), no fueron coincidentes con la
maxima concentracion de Cla, probablemente debido a que otros factores pueden
proporcionar OD al sistema, como por ejemplo ingreso de O, proveniente del aire por
acciéon de los vientos, la agitacion de las mareas entre otros, y no solo debido a la
produccion primaria, dado que ésta no seria una zona altamente productiva dentro del
estuario como si lo es la zona interna (Freije et al., 1980; Fernandez et al., 2014). Esto
difiere de lo reportado por Popovich y Marcovecchio (2008), quienes observaron valores

de OD ~ 13 mg L™ durante los periodos de mayor productividad. El rango de valores de
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turbidez fue tipico para la zona media (< 200 UNT) y menores a los de la zona interna
donde la resuspension de los sedimentos es alta (Perillo et al., 2005). Como se menciond
en el capitulo 1, la menor turbidez observada en Puerto Rosales podria también estar
asociada a la presencia de las matas microbianas, ya que las cianobacterias secretan
exopolisacaridos que pueden entrampar particulas de arcilla, formando fléculos que luego
sedimentan y disminuyen la turbidez del agua (Bar-Or y Shilo, 1987 y 1988; Bender et al.,
1994).

Las comunidades microbianas de los sedimentos de los ambientes marinos costeros
juegan un rol importante en la oxidacion de compuestos organicos complejos y la
regeneracion de nutrientes esenciales para sostener la produccién en la columna de agua
superficial. Ademas, los flujos benténicos de nutrientes vy, finalmente, su variabilidad
espacial y temporal en el intercambio sedimento-agua se ven afectados por factores
ambientales tales como la materia organica, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno y
el tamafio del grano de los sedimentos (Borum, 1996; Wilson y Brennan, 2004; Arndt et
al., 2013; Ospina-Alvarez et al., 2014). La disponibilidad de nutrientes puede afectar la
tasa de descomposicion limitando la tasa de crecimiento de descomponedores
microbianos. Sin embargo, los nutrientes que limitan el crecimiento pueden ser obtenidos
por los microorganismos desde el sustrato organico, la columna de agua o del agua
intersticial (Reddy y DelLaune, 2008). La descarga de agua dulce durante periodos
lluviosos ha sido reconocida como una importante fuente de nutrientes externos en la
zona costera (Spetter, 2006, Melo y Limbozzi, 2008).

La concentracién de nutrientes inorganicos disueltos y Cla en agua de mar superficial
fueron similares a los reportados por Popovich y Marcovecchio (2008) y Spetter et al.
(2015b) para la misma zona de estudio. Ademas, Spetter et al. (2016) indicaron que
Puerto Rosales presenta un nivel de eutroficacion moderado de acuerdo a los maximos
valores de Cla y nutrientes disueltos observados. Considerando ambas capas de
sedimento y los tres sitios en conjunto, la concentracion de Cla present6 su valor maximo
(11,6 + 9,1 pug g™ ps) en la misma fecha en que fue registrado dentro de la columna de
agua (16/07/13), coincidente con los antecedentes del estuario de Bahia Blanca donde el
bloom fitoplancténico invernal parece ser el evento mas importante de la produccién

primaria (Marcovecchio et al., 2009, Guinder et al., 2015).

En agua intersticial, las concentraciones de todos los nutrientes inorganicos disueltos

fueron mucho mayores a las registradas en otros ambientes estuarinos y costeros
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(Percuoco et al., 2015; Sin et al., 2009; Engelsen et al., 2008) pero similares a los
reportados en areas donde se desarrollan matas microbianas (Bebout et al., 1994; Al-
Thani et al., 2014; Fan et al., 2015)

En ST1 los NOj3 fueron la fraccién predominante del DIN en el muestreo realizado el
16/07/13 probablemente debido a un aporte nutrientes a través de agua subterranea
(Galloway, 2005), la cual aun no ha sido estudiada en esta area pero la presencia de la
misma ha sido reportada por Cuadrado et al. (2014). Esto también ha sido observado en
otros sitios de la zona intermedia del estuario de Bahia Blanca por Negrin et al. (2011).
En general, el NH," es la fraccion dominante del DIN en planicies de marea intermareales
donde el contenido de materia organica es alto (Windham-Myers, 2005; Lillebg et al.,
2006; Negrin et al., 2011). Sin embargo, tanto en ST1, donde el contenido de MO es
menor, como en ST3, el NH," fue la fraccion predominante del DIN durante el muestreo
realizado el 28/08/13. Esto sugiere que el flujo de nutrientes en agua intersticial esta mas
bien relacionado con el estado tr6fico que con el contenido de materia organica de los
sedimentos (Engelsen et al., 2008).

Bebout et al. (1994) observaron la captacion de DIN, principalmente como NH,", desde
la columna de agua en matas microbianas dominadas por Microcoleus, cuya
incorporacion neta de este nutriente parece ser lenta. A su vez, reportaron que el agua
intersticial rica en amonio que se encuentra por debajo de la zona fética, puede
suministrar la mayor parte del nitrégeno reciclado fijado que es requerido por los
microorganismos para llevar acabo la produccion primaria.

El nitrégeno y el fésforo han sido identificados como los nutrientes limitantes del
crecimiento de los microorganismos que constituyen los biofilms y las matas microbianas
(Pinckney et al., 1995; Staats et al., 2000b; Agogué et al., 2014). Las concentraciones de
PO,> en agua intersticial reportadas para ST1 y ST3 fueron mucho menores a las
reportadas por Spetter et al. (2015a) para la misma area de estudio e incluso menores a
las registradas en otros sitios del estuario de Bahia Blanca (Negrin et al., 2011,2013). En
los estuarios alrededor del 90% de fosforo particulado es remineralizado en los
sedimentos y liberado a través de agua intersticial (Benitez-Nelson, 2000). Sin embargo
gran parte del fésforo es adsorbido por las particulas de sedimento o forman compuestos
con otros elementos debido a la gran sensibilidad que presentan los iones PO,* para
formar complejos con la materia organica, adsorberse en 6xidos de Fe y Al y a precipitar
en presencia de metales divalentes (Ca** y Mg?*) o de ién férrico (Fe**) a pH neutro o

alcalino (Atlas y Bartha, 2002; Bally et al., 2004). Para la planicie de marea de Puerto
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Rosales, Pérez (2013) reporté que en el sedimento superficial (0 — 5mm) y subsuperficial
(5 — 10 mm), el fosforo tiende a permanecer como fésforo organico unido al calcio y/o
como fasforo refractario residual, aunque una importante fracciébn se encuentra unida al
hierro (Fe). Por un lado, esto podria explicar las bajas concentraciones de PO,*
detectadas durante el periodo de estudio, pero por otro lado la produccién de EPS ha sido
estrechamente relacionada a periodos de asimilacion de carbono y a la transicion entre la
fase de crecimiento y el inicio de la fase estacionaria bajo deficiencia de fosforo
(Shniukova y Zoloratev, 2015). Como se menciond al principio de este capitulo, durante
la época invernal las matas microbianas de Puerto Rosales presentan una elevada
biomasa y produccion de carbohidratos extracelulares, razén por la cual podrian estar
consumiendo el PO, y disminuyendo su concentraciéon en agua intersticial.

El contenido de silicatos en agua intersticial registrado en ambos sitios de estudio, fue
menor al reportado por otros autores para las planicies de marea de zona media e interna
del estuario (Spetter et al., 2015a; Marcovecchio et al., 2009; Negrin et al.,, 2013),
probablemente relacionado al menor aporte que tienen los tributarios en esta zona de
estudio. Sin embargo, las concentraciones fueron relativamente elevadas, lo cual podria
estar asociado a la disolucién de los compuestos de silice presentes en los sedimentos
tales como feldespatos, cuarzo, piroxenos y anfiboles (Cuadrado y Pizani, 2007) y a la
silice proveniente de los fristulos de las diatomeas.

Considerando la planicie de marea completa, la concentracion media de los nutrientes
inorganicos disueltos fue considerablemente mayor en agua intersticial que en agua
superficial. De esta manera, la planicie estaria aportando nutrientes desde los sedimentos
hacia la columna de agua via agua intersticial tal como ya ha sido reportado en otros
sectores del estuario de Bahia Blanca (Spetter, 2006), reflejando el importante acople
benténico-pelagico que existe en el area de estudio como ya ha sido reportado en zona
interna del estuario por Guinder et al. (2015) y Zapperi et al. (2016). Ademas, las matas
microbianas han sido identificadas como una significativa fuente “nueva” de compuestos
nitrogenados en los ambientes donde ellas se desarrollan (Joye y Paerl, 1994). Esto es
coincidente con las elevadas concentraciones de NO;™ registradas durante el periodo de
estudio. Sin embargo, Joye y Paerl (1994) sugirieron que el rol de las matas microbianas
como fuentes o sumideros depende del balance entre la fijacion de Ny la denitrificacion y
de la capacidad de los microorganismos para retener el N remineralizado (N regenerado a

partir de compuestos organicos dentro de la matriz sedimentaria).



116

La alta disponibilidad de nutrientes que existe en el area estudiada conforma un
ambiente propicio para la proliferacion de matas microbianas, pero si bien existe un
intercambio entre la interface sedimento — agua, la difusion de iones y de pequefias
moléculas dentro de la mata es significativamente menor cuando pasan a través de la
matriz exopolimérica y esto confirma ademdas la capacidad/rol de las sustancias
poliméricas extracelulares en la retencion de los nutrientes necesarios para llevar a cabo

la produccion primaria bent6nica en estos ambientes.

La concentracion y disponibilidad de nutrientes en este tipo de ambientes también
influye en la produccién y composicién de las sustancias poliméricas extracelulares.
Varios autores han reportado que la limitacion de nutrientes estimula la sobre-produccion
y/o acumulacion de exopolisacaridos debido a un crecimiento desbalanceado de los
organismos fototroficos (Underwood et al., 2004; Shniukova y Zoloratev, 2015).

La biomasa, estimada mediante la concentracion de Cla, present6 valores elevados
asociados a una alta produccion de carbohidratos extracelulares (FC y FCAP). En los tres
sitios esto fue detectado para la fecha del 16/07/13 en ST2 y el 11/09/13 para ST1 y ST3.
Estos picos fueron coincidentes con las maximas concentraciones de nutrientes
inorganicos disueltos detectadas en agua de mar superficial, los cuales pueden estar
disponibles para ser incorporados por el MPB como ha sido reportado por Shniukova y
Zoloratev (2015), quienes indicaron una mayor produccién de carbohidratos extracelulares
cuando las concentraciones de nutrientes fueron elevadas. Sin embargo, en ST3 la
maxima biomasa fue registrada el 28/08/13 en la capa superficial del sedimento, asociada
a la maxima concentraciéon de FC y al NH;" como fraccion predominante del DIN. Un
comportamiento similar fue observado por Staats et al. (2001) quienes reportaron una
mayor velocidad de crecimiento en cultivos de Cylindrotheca closterium y mayor
produccién de carbohidratos con NH," que con NOs; como fuente de nitrégeno. Lo
contrario fue registrado por Agogué et al. (2014), quienes observaron una correlaciéon
negativa entre la concentraciéon de Cla y el contenido de NH,* y PO,?, y la ausencia de
correlacion de ambos nutrientes con el contenido de carbohidratos. Estudios realizados en
cultivos de la diatomea Navicula cinta, la cual estd presente en los sedimentos del
estuario de Bahia Blanca, mostraron maximas concentraciones de EPS bajo limitacién de
PO,* y DSi (Barnech Bielsa et al., 2016).

Por todo lo expuesto anteriormente, se sugiere que en la zona supramareal de Puerto
Rosales los nutrientes inorganicos disueltos no serian el factor fundamental en la

regulacion de la produccion de FC y FCAP, la cual no so6lo depende de que nutriente sea
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limitante sino también del tipo de especie celular involucrada. En matas microbianas
dominadas por cianobacterias es dificil que ocurra una limitacion de nutrientes debido a
gue estos microorganismos son capaces de fijar N, lo cual es mas comdn que ocurra
dentro de biofilms de diatomeas (de Winder et al., 1999). Un comportamiento similar fue
observado por Hanlon et al. (2006) quienes sugirieron que la limitacion de nutrientes no
influye en la produccion de carbohidratos extracelulares y observaron elevadas
concentraciones de nutrientes inorganicos disueltos en agua intersticial y elevadas

relaciones molares Si:N:P (16:16:1).

La disponibilidad de nutrientes también afecta la composicion de monosacaridos de los
carbohidratos extracelulares (Shniukova y Zoloratev, 2015 y referencias alli citadas). En
ST1, ST2 y ST3 la FC, extraida de los sedimentos superficiales, estuvo constituida
principalmente por glucosa (38 — 62%) y galactosa (12 — 22%), mientras que los acidos
urénicos y los aminoazucares estuvieron ausentes. Algunos autores han mencionado que
estas sustancias son los componentes mayoritarios en las EPS microbianas (de Winder et
al., 1999; Bhaskar y Bhosle, 2005; Oakes et al., 2010; Pierre et al., 2012). Por otro lado, si
bien los porcentajes de fucosa y ramnosa fueron relativamente bajos, su presencia es
importante ya que le confieren caracteristicas hidrofébicas a las EPS y mejoran la
adhesion de los microorganismos a la superficie de los sedimentos (Neu y Marshall, 1990;
Henriques Vieira et al., 2008).

La composicion de monosacaridos y la concentracién de carbohidratos pueden ser
utilizadas para determinar las fuentes de materia organica de los sedimentos (Taylor et
al., 1999; de Brouwer y Stal, 2001). Sin embargo, la degradacion selectiva puede alterar la
composicion de la materia organica de los sedimentos disminuyendo la abundancia
relativa de fraccion labil de los carbohidratos como la glucosa y xilosa e incrementar la
presencia de desoxiazlcares como ramnosa Yy fucosa, las cuales son mas resistentes a la
degradacién (Oakes et al., 2010).

Altos porcentajes de glucosa (50 - 70%) han sido correlacionados con la produccién
fotosintética, con su rol como fuente de carbono para las bacterias y en los sedimentos
con la degradacion de compuestos intracelulares que son liberados al medio por
senescencia celular (Pierre et al., 2012, 2014; Passarelli et al., 2015 y referencias alli
citadas). Por otro lado, de Brouwer et al. (2003) reportaron una composiciéon de
carbohidratos en sedimentos estuarinos similar a la de la materia organica marina disuelta
(DOM). La DOM representa un pool refractario que permanece luego de que la fraccion

labil es removida con porcentajes de glucosa y ramnosa de ~ 12% y 24%
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respectivamente. Los resultados obtenidos en esta tesis estarian indicando que la FC de
los carbohidratos extracelulares analizados formé parte de la fraccion Iabil de la materia
organica de los sedimentos y presenté un bajo estado de degradacién durante el invierno
de 2013, constituyendo una fuente sustancial de carbono. Esto, ademas, es coincidente
con lo expuesto en el capitulo 4, donde se observé claramente que la concentracion de
FC disminuye bruscamente luego del periodo de produccion invernal (probablemente
debido al consumo por parte de los microorganismos), mientras que la FCAP que

representa la fraccion mas refractaria permanece casi inalterada.

La composicion elemental e isotépica de la materia organica de los sedimentos
colonizados por matas microbianas es controlada por enzimas que crecen Yy
subsecuentemente alteran los compuestos organicos. La extension a la cual estas
enzimas pueden modificar la composicion de la materia orgénica es influenciada por los
flujos de carbono dentro de la comunidad microbiana y entre la comunidad y su medio
ambiente (Des Marais y Candfield, 1994).

Los porcentajes de Corg y NT y las relaciones C:N halladas en este estudio fueron
similares a las encontradas en otras areas donde se desarrollan matas microbianas y
biofilms (Gilhooly Il et al., 2007; Dijkman et al., 2010; Bolhuis et al., 2013; Fan et al.,
2015) y a los reportados para otros ambientes estuarinos (Lessen, 2006; Zhou et al.,
2006; Joseph et al., 2008).

Los valores promedios de la relacién C:N fueron de 7,85 + 2,0, 8,42 + 0,91y 7,08 +
0,58 para ST1, ST2 y ST3 respectivamente. En los tres sitios los valores estuvieron por
encima del valor de la relacién de Redfield de 5,7 (p/p) y sugieren un importante aporte de
carbono extracelular a la planicie de marea de Puerto Rosales como ha sido corroborado
en las observaciones de campo. Ademas, las relaciones C:N se mantuvieron
practicamente constantes en profundidad como ha sido observado por otros autores
(Bebout et al.,, 1994; Des Marais, 2010). Bebout et al. (1994) indicaron valores de la
relacion C:N para la materia organica de 6,3 £ 0,2 para Microcoleus y de 8,4 + 0,9 para
Lyngbya, dos especies de cianobacterias presentes en matas microbianas. En la figura
5.16 se muestra Corg vs NT para planicie de Puerto Rosales considerando los datos de
los tres sitios para todo el periodo estudiado. La pendiente de la regresion (y = 6,93x +
0,04) sugiere un origen autdctono de la materia organica de los sedimentos dada su

cercania al valor de Redfield (5,7).
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Fig. 5.16: Porcentaje de carbono organico (Corg) vs porcentaje de nitrogeno
total (NT) para los sedimentos de la planicie de marea de Puerto Rosales.

La relacion C:N generalmente actia como un indicador de las fuentes predominantes
de materia organica en los sistemas marino-costeros. En el fitoplancton la relacién varia
desde 6 a 9 en sistemas nhaturales y el bacterioplancton, mas rico en nitrégeno, tiene una
relacion C:N de 2,6 — 4.3; mientras que la relacion C:N es significativamente mayor para
la materia organica terrigena (>12) y la materia organica de planicies de marea
intermareales (8,01 — 12,30) (Liu et al., 2006 y referencias alli citadas). Los bajos valores
de la relacion C:N encontrados para este estudio sugieren una muy baja contribucién de
materia organica de origen continental a los sedimentos supramareales.

Dado que la relacion C:N refleja fuertemente la fuente de materia organica, se espera
que exista una correlacién negativa entre el §*C y C:N (Wu et al., 2002). Sin embargo, en
este estudio no se encontro correlacion entre ambos indicadores (Fig. 5.17a; r = -0,20; p =
0,47) lo cual puede ser atribuido a los distintos procesos de descomposicién que sufre la
materia organica (Thornton y MacManus, 1994; Wu et al., 2003).

Los rangos de 8C en sistemas estuarinos son amplios y varian respectivamente
desde - 30%o a -25,4%o, -23,2 %0 a -18%0 y ~ -30%0 para el carbono organico de origen
terrestre (plantas Cj), produccién del fitoplancton marino y fluvial (Middelburg y
Nieuwenhuize, 1998; Graham et al., 2001). Los valores de 5'3C encontrados en esta tesis
variaron entre -15,8%o0 y -21,4%0 e indicarian un aporte de materia organica de origen

marino. Esto es coincidente con lo recientemente reportado para el estuario de Bahia
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Blanca por La Colla et al. (2014). Estos autores indicaron que la materia organica de los
sedimentos es principalmente afectada por fuentes marinas siendo el fitoplancton el
principal contribuyente, mientras que la Spartina alterniflora presente en marismas y
planicies de marea tienen una muy pequefia contribucién. Ademas, se hallaron diferencias
significativas entre sitios registrdndose los valores mas altos en ST3 (entre -15%o y -
18,4%o), lo cual podria estar asociado a la menor frecuencia de inundacion del sitio. Como
se menciond anteriormente, el MPB puede modificar la composicidn isotdpica de carbono
de la materia organica de los sedimentos. Una correlacion positiva fue hallada entre los
83C y la concentracién de Cla para toda la planicie (Fig. 5.18a), indicando que los valores
relativamente altos de 5'°C se relacionan con altos contenidos de Cla como fue observado
en ST3. Esto ademas sugiere la existencia de una importante secrecion de carbono
organico por parte de los microorganismos benténicos dentro de los sedimentos
supramareales (es decir, carbono asociado a la produccién primaria de origen autdctono).

Ha sido reportado que la materia organica detritica es generalmente caracterizada por
bajos valores de §'°N, mientras que el componente marino presenta valores relativamente
altos (Middelburg y Nieuwenhuize, 1998; Graham et al., 2001).

Los 8'°N presentaron una alta variabilidad (nd- 9,79%o) espacial y temporal. Esto indica
que distintos factores tienen una influencia significativa en la distribucién del §*°N de la
materia organica. Liu et al. (2006) observd que valores elevados de &“N se
correlacionaron con altos valores de la relacién C:N y sugirieron que estas relaciones se
producen como resultado de la diagénesis. A medida que se produce la mineralizacion
microbiana la cantidad de NT se reduce, y el N** del sustrato organico disminuye, el cual
se enriquece progresivamente en N*°. Esto podria explicar los mayores valores de §°N
observados en la capa subsuperficial del sedimento (5 — 10 mm) para ST3. Sin embargo,
considerando los tres sitios y los valores de 8N y C:N, no se observo una correlacion
positiva entre las variables (Fig. 5.17b; r = 0,27; p = 0,34) sugiriendo que los procesos
diagenéticos no son el factor fundamental que regula la composicién de nitrégeno de los
sedimentos en esta planicie.

Otros autores han asociado la alta variabilidad en el §*°N al aporte de NH,* proveniente
la descarga cloacal donde los valores pueden ser > 7%o (Carlier et al., 2008). Por otro
lado, Dubois et al. (2012) consideraron que un valor medio de 4,4 + 0,4 para el "N
corresponde a una zona pristina, sin impacto antropogénico. Los sedimentos

supramareales de Puerto Rosales reciben los desechos cloacales de la ciudad de Punta
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Alta ( ~ 60.000 habitantes) con una descarga de al menos unos 84.000 m®/dia sin ningin
tipo tratamiento previo desde hace aproximadamente 15 afios (CTE, 2003). Tal como se
menciono en el capitulo 4, Spetter et al. (2015a) evidenciaron la influencia de la cloaca en
dos de los sitios de esta tesis (ST1 = Sl y ST3=SIl) encontrando una contaminacion
biologica por la presencia de una gran cantidad de Escherichia coli (bacteria asociada a
la contaminacion fecal reciente). Dichos autores reportaron valores de 35y 40 CFU g™ ps
para ST1 y ST3 respectivamente. Por lo tanto, esto explicaria el efecto de la descarga
cloacal al sistema produciendo una alta variabilidad en los isétopos estables de nitrégeno
en la zona de estudio.

La ausencia de correlacion entre el 8*°N y la concentracion de Cla (Fig. 5.18b) estaria
indicando que el MPB que coloniza la planicie de marea tiene una baja contribucion de
nitrégeno a la materia organica de los sedimentos y concuerda con lo sugerido por Liu et
al. (2006), quienes sugirieron que una linea de regresion Corg vs NT que pasa muy cerca
del origen (para este estudio: b = 0,04; Fig. 5.16) indica bajas concentraciones de NH,"
fijado por el MPB. Sin embargo, ha sido reportado Cook et al. (2004) que bajos valores de
8N (2 - 6%0) indican que la fijacion de N, probablemente contribuye con los

requerimientos de crecimiento para las cianobacterias.
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Fig. 5.17: a) 8°C vs C:N y b) 5°N vs C:N para la los
sedimentos supramareales de Puerto Rosales.
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Fig. 5.18: a) §"°C vs Cla (clorofila @) y b) 8"°N vs Cla para los
sedimentos supramareales de Puerto Rosales.

Con el fin de inferir las posibles fuentes de materia organica de los sedimentos
supramareales de Puerto Rosales , en la figura 5.19 se muestra la relacién entre el §Cy
el 3°N para los tres sitios de estudio seleccionados y los valores reportados en la
bibliogréafica para las diferentes fuentes de materias organica.

De acuerdo a los resultados, la MO de los sedimentos supramareales es
principalmente de origen autéctono con valores tipicos de matas microbianas intactas (Al-
Maslamani et al., 2009) y reciben un importante aporte por parte del fitoplancton marino

gue alcanza los sedimentos del fondo.
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Fig. 5.19: Biplot 8°C vs &N de los sedimentos supramareales de Puerto
Rosales y posibles fuentes de materia organica (Los valores de referencia
representados fueron tomados de Middelburg y Nieuwenhuize, 1998; Graham et
al., 2001 y Al-Maslamani et al., 2009)

5.6. Conclusiones

De acuerdo a los datos analizados en este capitulo se pudieron establecer las siguientes

conclusiones:

v Los NOs o0 el NH," pueden ser la fraccion predominante del DIN en agua

intersticial de acuerdo a la fecha de muestreo analizada.

v'El flujo de nutrientes entre la columna de agua y los sedimentos esta relacionado
mas con el estado tr6fico que con el contenido de materia organica de los

sedimentos.



124

Las mayores concentraciones de NH," observadas en agua intersticial con
respecto a afios anteriores, muestra el continuo impacto antropogénico que sufre

la zona de estudio.

Si bien las concentraciones disponibles de NH," son elevadas, este es captado por
el MPB pero incorporado lentamente y en muy bajas concentraciones, por lo cual
la contribucién del MPB al nitrégeno de los sedimentos es baja.

Las relativamente bajas concentraciones de PO,* detectadas estuvieron
asociadas al consumo por parte del MPB durante su desarrollo y produccion de las

EPS, como asi también a la incorporacién del fosfato a los sedimentos.

La concentracion de nutrientes inorganicos disueltos fue mayor en agua intersticial
gue superficial y estaria indicando un aporte de nutrientes desde los sedimentos a
la columna de agua via agua intersticial. Esto también refleja un importante acople

bentdnico-pelagico dentro de la zona de estudio.

Las matas microbianas pueden ser consideradas una “fuente nueva” de nitrégeno

inorganico disuelto.

La alta disponibilidad de nutrientes genera el ambiente propicio para la

proliferacion de las matas microbianas.

La produccién de FC y FCAP depende de los tipos de especies celulares
presentes en la planicie de marea mas que de la concentracion de nutrientes

disponibles

La composicion de monosacaridos de la FC indic6 que durante el invierno de
2013, estos carbohidratos coloidales formaron parte de la fraccién labil de la
materia organica con un bajo estado de degradacion (indicado por sus altos

porcentajes de glucosa) y constituyeron una fuente sustancial de carbono.

La relacion C:N fue cercana al valor de la relacion de Redfield (5,7) indicado un
origen autdctono de la materia organica y un importante aporte de carbono

extracelular a los sedimentos de la planicie de marea.
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v Los 8C vy la relacion C:N indicaron un aporte de materia organica de origen

marino y una baja contribucion de la de origen terrestre.

v" Los &™N indicaron un importante aporte de NH," proveniente de la descarga
cloacal y la existencia de incorporacion de N, requerido para el crecimiento de las
cianobacterias.

v' La materia organica de los sedimentos supramareales de Puerto Rosales son de
origen autdctono con un importante aporte por parte del MPB que conforman las
matas microbianas y también reciben el aporte por parte del fitoplancton marino

gue alcanza los sedimentos del fondo.
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Consideraciones finales

El objetivo principal de esta tesis fue evaluar la dindmica de clorofila a, materia
organica y nutrientes inorganicos disueltos en Puerto Rosales, en la planicie de marea de
la zona media del estuario de Bahia Blanca (EBB).

En un principio se realiz6 un reconocimiento de campo y la evaluacién de las
condiciones fisicoquimicas que caracterizaban a los sedimentos supramareales. La
planicie de marea se comporté como un ambiente extremo con cambios importantes de
temperatura a lo largo del afio y la frecuencia de inundacién a la que se ve sometida, la
cual provoca cambios en la salinidad. Cabe aclarar, que este Ultimo parametro no fue
medido durante el desarrollo de esta tesis. La salinidad es un factor muy importante y que
deberia medirse considerando que puede ejercer un fuerte stress sobre el MPB y asi
modificar su composicién, de acuerdo a la capacidad de adaptacion de las especies que

lo conforman.

El contenido de humedad y materia organica de los sedimentos se vieron
influenciados no sélo por la granulometria de los sedimentos en cada uno de los sitios
estudiados, sino también por la frecuencia de inundacion, las velocidades de
evaporacion/disecacion, la actividad del cangrejo Neohelice granulata y la mayor
productividad de los microorganismos bentoénicos.

Al contrario de lo que se esperaba, el pH, el potencial redox y la temperatura de los
sedimentos no marcaron diferencias entre los sitios. Los valores medidos indicaron que
todos los sedimentos fueron reducidos, siendo probablemente el Fe (lll) la especie

aceptora de electrones.

Los sedimentos de la zona media del EBB presentaron valores maximos de Cla
principalmente durante la época invernal en los dos muestreos llevados a cabo a lo largo
de esta tesis. Esto fue coincidente con el bloom fitoplancténico que se presenta en la
columna en la misma época del afo. Sin embargo, los resultados obtenidos fueron
distintos en comparaciéon a los reportados en afios anteriores, demostrando que durante
un ciclo anual de formacién se pueden hallar matas microbianas de diferente espesor y
maduracién (edad). Las matas microbianas en algunos sitios pueden ser completamente

destruidas por las fuerzas de la naturaleza dejando el sedimento desnudo en el cual una
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nueva mata se desarrolla, mientras otras pueden crecer sobre la superficie de matas

viejas de manera similar a los estromatolitos.

Por otro lado, se observaron maximas concentraciones de carbohidratos
extracelulares cuando las concentraciones de Cla fueron elevadas, lo que demostré la
estrecha relacion que existe entre el proceso de fotosintesis llevado a cabo por el MPB y
la excrecion de las EPS. Ademas, se determiné que la produccion de FC y FCAP
depende principalmente de las especies celulares presentes, mas que de la concentracion

de nutrientes, y estaria siendo llevada a cabo a través de procesos metabdlicos similares.

Las correlaciones halladas entre el contenido de Cla y las diferentes fracciones de
carbohidratos extracelulares en ST1, ST2 y ST3, reflejaron la existencia de diferentes
poblaciones microbianas en los sedimentos de cada sitio. Esto resalta la importancia y
necesidad de determinar la composicion del MPB, como asi también la presencia de
bacterias heterétrofas involucradas en la degradacion de la materia organica, en

investigaciones futuras.

De los tres sitios analizados, ST3 fue el Unico que mantuvo un comportamiento
similar al de una mata microbiana epibentdnica, las cuales son perennes y no se
descomponen durante las estaciones calidas (primavera-verano). Esto se debié a que
ST1 y ST2 han sido progresivamente colonizados por cangrejos cavadores, los cuales
tienen una intensa actividad en verano, produciendo la remocién de sedimento y la

desintegracion de las matas.

La alta disponibilidad de nutrientes genera el ambiente propicio para la proliferacion
de las matas microbianas en la zona media del EBB. Se observd que la concentracion de
nutrientes inorganicos disueltos fue mayor en agua intersticial que superficial y estaria
indicando un aporte de nutrientes desde los sedimentos a la columna de agua via agua

intersticial y un importante acople bentdnico-pelagico dentro de la zona de estudio.
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A lo largo de los distintos capitulos de esta tesis se presentaron diferentes relaciones
y trazadores naturales que pueden ser utilizados para determinar el origen y composicion
de la materia organica de los sedimentos.

La composicion de monosacaridos de la FC y la relacién C:N indicaron que durante el
invierno de 2013, estos carbohidratos coloidales formaron parte de la fraccion labil de la
materia organica con un bajo estado de degradacion (indicado por sus altos porcentajes
de glucosa) y constituyeron una fuente sustancial de carbono. Esto, ademas, es
coincidente con lo expuesto en el capitulo 4, donde se observd claramente que la
concentracion de FC disminuye bruscamente luego del periodo de produccion invernal
(probablemente debido al consumo por parte de los microorganismos), mientras que la

FCAP que representa la fraccion mas refractaria permanece casi inalterada.

Los 8"C y la relacién C:N, cercana al valor de la relacién de Redfield (5,7), indicaron
un origen autoctono de la materia organica con un importante aporte marino y una baja
contribucién de la de origen terrestre. Esto a su vez, coincide con las relaciones Cla/Feop
< 1 observadas que indicaron que los sedimentos superficiales de la planicie de marea
contienen un elevado contenido de detritos provenientes de la columna de agua,
probablemente debido a la alta turbidez, la contaminacion quimica y a otros factores que

afectan el potencial fotosintético de los productores primarios.

Los 8N junto con las relaciones Cla/MO indicaron un importante aporte de NH,"
proveniente de la descarga cloacal y la existencia de incorporacion de N, requerido para
el crecimiento de las cianobacterias. Ademas, las mayores concentraciones de NHj"
observadas en agua intersticial con respecto a afios anteriores, mostraron el continuo

impacto antropogénico que sufre la zona de estudio.

Por lo tanto, los sedimentos supramareales de Puerto Rosales estuvieron formados por
una mezcla de materia organica de origen tanto autdéctono como aléctono y constituida
principalmente por compuestos labiles durante la época invernal y mas degradada o

refractaria durante el resto del afio
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