UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

Tesis Doctor en Quimica

IDENTIFICACION, CUANTIFICACION Y DINAMICA DE
LA MATERIA ORGANICA DISUELTA EN ZONAS
FRONTALES DEL ATLANTICO SUDOCCIDENTAL.

BAHIA BLANCA

Qco. John Edison Garzon Cardona

2016

ARGENTINA




PREFACIO

Esta tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al
grado Académico de Doctor en Quimica, de la Universidad Nacional
del Sur y no ha sido presentada previamente para la obtencién de
otro titulo en esta Universidad u otra. La misma contiene los
resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito
del Departamento de Quimica, el periodo comprendido entre el 01 de
Agosto de 2010 y de Febrero de 2016, bajo la direccion del Dr.
Rubén José Lara (Instituto Argentino de Oceanografia, IADO) y Dr.

Rubén Hugo Freije (Departamento de Quimica, UNS).

John E. Garzén Cardona

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

Secretaria General de Posgrado y Educacion Continua

La presente tesis ha sido aprobada el ..../..../...... , mereciendo la

calificacion de ............. (e, ).







A mi familia y a Dios



RESUMEN:

El rol de la materia orgdnica disuelta (DOM) en el ambiente marino
como fuente o sumidero global de carbono es comprendido soélo
parcialmente. Si bien la DOM representa una cantidad de carbono
aproximadamente diez veces mayor que la materia organica particulada
(POM), su estudio ha sido frecuentemente relegado por dificultades
metodoldgicas. Sin embargo el avance en las técnicas y metodologias ha
permitido el estudio de su distribucion y fuentes en diferentes ambientes, y
recientemente, se ha comenzado a conocer cual es la distribucién y rol de la

DOM en la plataforma Argentina.

El objetivo general de esta tesis es profundizar en el conocimiento del
origen y la composicion de la DOM en el ambiente peldgico del Mar
Argentino, en particular en sectores de alta produccidén bioldgica nueva o
regenerada o influenciados por aportes continentales, con gradientes
espaciales que cubren diferentes estados tréficos de aguas estuarinas y
oceanicas como lo son las zonas de El Rincon y estuarios frios de la

Patagonia Atlantica.

Durante el desarrollo de la tesis doctoral, fue un punto de particular
importancia la caracterizacidn quimica y de patrones de fluorescencia de la
DOM con la determinacion de aminoacidos, carbohidratos y propiedades
Opticas en ambas regiones de muestreo, utilizando métodos de separacion y
cuantificacion como HPLC y espectrometria. Se utilizaron técnicas de
biologia molecular para estudiar la estructura de la comunidad bacteriana
como hibridacién in situ con sondas fluorescentes y adicionalmente,
determinacion de isétopos estables de nitrégeno con el propdsito de

determinar las fuentes de la DOM y posible dinamica de la zona.

Tras efectuar estas investigaciones, en la zona de El Rincon vy
transicidon, se llevd a cabo el estudio de la correlacion de la estructura de la
comunidad bacteriana y la abundancia del fitoplancton con cambios en la

composicidon quimica de la materia organica disuelta. Se ha encontrado que



el principal componente de la fraccidn quimicamente caracterizada esta
constituido por los aminoacidos, en primavera y carbohidratos en otofio; en
ambas estaciones del ano la fraccidn no caracterizada de la DOM contiene
una alta proporcion de carbono indicando una posible acumulacién del
mismo con caracteristicas refractarias en una zona regenerativa como El
Rincdn. Esto es apoyado por las propiedades de la DOM fluorescente
(FDOM) e indices derivados que nos indica un predominio de DOM con

propiedades humicas, especialmente en la zona de El Rincon.

Mediante la aplicacion de métodos estadisticos multivariados y
correlaciones entre variables se establecid la relacidon entre la composicidn
quimica y fluorescente de DOM, con la comunidad plancténica y aportes
aléctonos, ya que se observd una afinidad de las betaproteobacterias por la
DOM aldctona con caracteristicas refractarias y la asociacion de DOM
autéoctona de propiedades proteinicas con las alproteobacterias 'y
citéfagas/flavobaterias. Estos patrones sugieren un primer camino de
origen, transformacidon y remineralizacion de la meteria organica disuelta en

el area de El Rincon.

Finalmente, en el extremo sur de la plataforma argentina, las sefiales
biogeoquimicas investigadas en la conexion del Pacifico-Atlantico presentan
las siguientes tendencias. Entre los componentes disueltos, el carbono
organico con caracteristicas terrestres y la concentracion de amonio
mostraron una distribucién espacial muy influenciada por la entrada de
agua dulce del SE del Pacifico a través de la conexion con el Atlantico por la
corriente del Cabo de Hornos, canal Beagle y probablemente también de
fuentes continentales de Tierra del Fuego. A su vez, la distribucién de
nitrato, fosfato y silicato en la regidn mostrd una fuerte influencia de la
contribucion de las aguas ricas en nutrientes de la Corriente Circumpolar
Antartica. Ademas se pudo establecer que los valores positivos de 8'°N en el
sector estudiado parecen excluir la entrada significativa de amonio al
Atlantico por medio de la deposicion humeda en el SE del Pacifico,
favoreciendo mas bien la contribucion de este nutriente por escorrentia

continental.



ABSTRACT:

Only partially is understood the roll of Dissolved Organic Matter
(DOM) in the marine environment as a global source or sink for carbon,
even having in mind that it contributes in approximately ten times more of
carbon s content than the particulate form (POM), its study was frequently
relegated for methodological reasons. Improvements in techniques and
methodologies have conducted to a better knowledge on its distribution and
sources in different environments, and recently in the Argentine Continental
Shelf.

The general aim of this thesis work was to access the origin and
composition of the Dissolved Organic Matter in the pelagic environment in
the Argentinian Sea, particularly in regions of high biological production -
both new and regenerated - or land-derived sources, having spatial
concentration gradients and including diverse trophic states of estuarine
and oceanic waters as El Rincon zone and cold estuarine regions of the

Atlantic Patagonia.

An important focal point in the development of this work was the
chemical characterization and the identification of fluorescence patterns of
DOM, with the determination of amino acids, carbohydrates and optical
properties in both sampling areas, by using separation and quantification
methods as HPLC and spectrometry. Molecular biology techniques were
applied to the sltudy of the bacterial community structure, such as in situ
hybridation with fluorescent probes and additionally nitrogen stable isotopes
determination with de aim of access on the sources and possible dynamics
of DOM in the area.

After this studies, in the El Rincon and Transition zones, the bacterial
community structure and phytoplankton abundance were correlated with
changes in the chemical composition of dissolved organic matter. In this
sense, it was defined that the principal component of the chemically

characterized fraction was amino acids contents in spring and carbohydrates



in autumn. During both seasons the non-characterized fraction of DOM
contains a high proportion of carbon, indicating, a possible accumulation of
refractory forms in a regenerative region as El Rincon. This is in agreement
with fluorescent (FDOM) properties of DOM and derived index showing a

dominance of organic matter having humic properties in such a region.

By application of multivariate statistical methods and correlation
among variables, it was established a relationship between chemical and
fluorescence composition of DOM and planktonic community, and
allochthonous sources, through an affinity of betaproteobacteriae and
allochthonous DOM with refractary characteristics and also by the
association of authocthonous DOM with proteinic properties and
alproteobacteriae and citofagues/flavobacteriae. These kind of patterns
suggest a first way about origin, transformation and remineralization of

dissolved organic matter in the El Rincén area.

Finally, in the southermost part of the Argentinian shelf, studied
biogeochemical signals in the Pacific-Atlantic connection show the following
trends: Among dissolved components, organic carbon with terrestrial
characteristics and ammonia concentrations show a spatial distribution with
a dominance of freshwater arriving from de Ocean through the Cape Horn
current, the Beagle Channel and may be by runoff of continental sources in
Tierra del Fuego island. By the other side, nitrate, phosphate and silicate
distribution in the region presents a strong influence of the nutrient rich
waters of the Circumpolar Antartic Current. Furthermore, it was established
that positive values in 8'°N in the studied sector seems to exclude a
significant arrival of ammonia to the Atlantic through wet deposition in the
South-East Pacific, favouring instead the contribution of this nutrient by

continental surface runoff.
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Capitulo 1

Introduccion general

1. Introduccion

El Mar Argentino tiene como componentes geomorfoldgicos una
extensa plataforma continental, el talud adyacente y parte de la llanura
abisal o cuenca oceanica patagdnica (Fig. 1). En su conjunto, este biotopo
alberga uno de los mares templados mas extensos y bioldégicamente mas

importantes del planeta (Longhurst, 1998).

La Plataforma Continental del Atldntico Sudoccidental (PCAS) es una
planicie submarina de 1.000.000 km? de superficie, lo cual la convierte en la
mas extensa del hemisferio sur. Se extiende desde 55°S (Argentina) hasta
23°S (Brasil) y desde la costa hasta el talud y se caracteriza por poseer una
pendiente relativamente suave, ser poco profunda (10-80 m) y de ancho
variable siendo de 850 Km en los 50°S y de 70 Km a 31,5°S.

Dentro de Ila PCAS hay regiones de temperatura y salinidad
caracteristicas. Estas variables no cambian gradualmente con la distancia
sino que existen grandes regiones en las cuales los gradientes horizontales
son pequefios, bordeadas por regiones estrechas (denominadas frentes)
donde los gradientes horizontales son muy altos. En términos generales los
frentes se definen como los cambios horizontales abruptos de temperatura
y/o salinidad y son causados por diferentes fendmenos tales como mareas,
aporte continental de agua fluvial, convergencias de corrientes, vientos,
batimetria (Acha et al., 2015) y a su vez tienen importantes implicancias
bioldgicas, observandose en su entorno, elevadas concentraciones de varios

organismos, desde bacterias, fitoplancton hasta grandes mamiferos (Belkin
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et al., 2009). Esto resulta de la capacidad de las zonas frontales de
concentrar plancton, material particulado y disuelto, induciendo el aumento
en la productividad de las masas de agua, mas acentuada que en el resto

de la plataforma (Acha et al., 2015).

Entre los frentes costeros se distinguen aquellos que resultan de la
confluencia de aguas de origen continental y aguas de plataforma, entre los
gue se encuentra el Frente costero El Rincon (ER) cuyas caracteristicas
dependen directamente de los aportes de los rios Colorado y Negro
(Guerrero y Piola, 1997; Acha et al., 2004). También se distingue el Frente
de Valdés que es producto de la accién de mareas y corrientes (Fig. 1).

Otro frente importante dentro de la PCAS es el frente costero frio de la

Patagonia Atlantica que depende de la interconexién entre aguas sub-
pasaje del Drake, de la descarga

antarticas del extremo norte del
continental a lo largo de la costa Oeste del continente Sudamericano y de

las aguas de la Corriente del Cabo de Hornos provenientes del Pacifico.

40°S Y Frente
El Rincén ,~|
/
7
Frente 3
P. Valdés !
45°S
2
¢
S
g
8
5
3
&3
3
i Sy
50°S g
i
g
=
. - 3
55°8 1 B
2 i 5o .& o -—— s 13
70°w 65°W 60°W

75°W
Fig. 1. Frentes costeros de la Plataforma Argentina. Adaptado de Acha et

(2004).
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La conexién de estas diferentes masas de agua en el extremo sur de
la plataforma continental fluye hacia el sector Atlantico, entrando a la
plataforma continental a través del Estrecho de Le Maire contribuyendo a la
baja salinidad hasta el sur del Estrecho de Magallanes (Acha et al., 2004;
Lara et al., 2010).

La PCSA presenta ambientes de especial interés en la dindmica de la
materia organica, particularmente los sectores desde el ecosistema Costero
de la Plataforma Bonaerense hasta la regién Patagdnica. ER posee sectores
donde la produccién de fito- zooplancton y biomasa bacteriana dependen
predominantemente de la regeneracién de nutrientes (Carreto et al., 1995)
con el nitrdgeno como factor limitante (Carreto et al., 1981; Carreto,
2001); mientras que otros sectores estan conectados al ingreso de

nutrientes a través de zonas frontales.

Por otro lado en la regién Patagdnica, las aguas estuarinas son
relativamente pobres en nutrientes inorganicos, siendo las aguas
subantarticas la principal fuente (Silva y Neshiba, 1979). Esto hace que la
exportacion de substancias organicas e inorganicas disueltas desde rios,
humedales y corrientes tenga particular importancia como sostén de la

producciéon primaria en las zonas costeras.

La materia organica disuelta (DOM: Disolved Organic Matter)
operacionalmente definida como las sustancias que atraviesan un filtro con
un tamano de poro menor a 0,2-0,7 um de didmetro, en ecosistemas
acuaticos consiste en una mezcla de productos de sintesis, degradacion y
re-sintesis procedente de procesos bidticos y abidticos. Esto hace que la
DOM, especialmente en ambiente estuarino-oceanicos sea producto de la
combinacidon de multiples fuentes tanto aldctonas como autdctonas. Por lo
tanto, la determinacion de las fuentes y el estado diagenético de la DOM es
una tarea compleja. Sin embargo, su caracterizacidn se puede abordar
mediante métodos dpticos sensibles e informativos como la espectrometria.
Eso incluye no sélo su origen, sino también su grado de disponibilidad
bioldgica que constituye un continuo desde los compuestos mas labiles
hasta los mas refractarios. Por conveniencia en este trabajo se denominan

3
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refractarios aquellos componentes de la DOM con caracteristicas de baja

disponibilidad.

2. Caracterizacion de la fraccion fluorescente de la DOM

Cuando una molécula absorbe energia suficiente para provocar una
transicidon electronica de su estado fundamental a un estado excitado, se
producen cambios en los estados transicionales y rotacionales que pueden
conducir a la emisidon de energia en forma de radiacion electromagnética de

longitud de onda diferente. Este fendmeno es conocido como fluorescencia.

En el estudio de la materia organica fluorescente (FDOM: Fluorescent
Dissolved Organic Matter), los compuestos que absorben y reemiten la
energia mediante fluorescencia se los llama fluoréforos. Los componentes
organicos fluorescentes mas estudiados de aguas naturales incluyen
sustancias humicas, derivados de la descomposicion del material vegetal
mediante procesos bioldgicos y quimicos en los ambientes terrestres y los
aminoacidos en las proteinas y péptidos. Las longitudes de onda de
excitacion y emision y la intensidad de la fluorescencia no sélo dependen de
las propiedades de la DOM sino que también pueden ser afectadas por un
numero de factores tales como cambios en el pH, “quenching” por quelacién

de iones metalicos y variaciones de temperatura (Hudson et al., 2007).

En los primeros estudios, la FDOM se utilizd para el seguimiento del
ingreso de materia organica de origen terrestre a través de los rios en las
aguas costeras (Kalle, 1966). Luego, numerosos estudios han demostrado
que se pueden distinguir las diferentes fracciones del total de FDOM
utilizando diversas medidas de fluorescencia e indices derivados (Coble et
al., 1990; Coble, 1996).

En la Tabla I se presentan las longitudes de onda de excitacion vy
emisidn de los grupos de compuestos que pueden distinguirse en la mayoria

de las muestras de ambientes acuaticos.
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Tabla I: longitudes de onda de excitacion y emision, nomenclatura empleada para
identificar las senales y tipo de compuesto asociado, segun Coble, (1996).

Nombre del grupo de compuestos

A excitacion A Emisién Identiﬁcadén asociados
275 310 B Proteinicos (Tirosina)
275 340 T Proteinicos (Triptéfano)
350 420 - 480 C Humicos-I
260 380 - 460 A Humicos-1I
312 380 - 420 M Hlumicos-111

Grado de instauracién: I-altamente insaturado, II-medianamente insaturado, III-
baja saturacion.

La tirosina y el triptéfano, son dos aminoacidos indicativos de
proteinas y péptidos (Tabla I). La fluorescencia de estos aminoacidos
especificos es debido a la presencia del grupo indol o de otra estructura
aromatica (grupo fendlico) en la cual los electrones compartidos pueden ser
promovidos a un nivel de energia superior. La fluorescencia en las proteinas
se asocia a aminoacidos libres en el pool de DOM (Yamashita y Tanoue,
2003).

Las sefales que se atribuyen a triptéfano y tirosina son
frecuentemente asociadas con produccion autéctona de compuestos
provenientes de degradacion biolégica (Mopper y Schultz, 1993; Stedmon y
Markager, 2005).

Las sefiales correspondientes a los acidos humicos generalmente
muestran una distribucidon con elevadas intensidades en aguas cerca de la
costa disminuyendo hacia aguas abiertas mientras que las sefales
correspondientes a los aminoacidos libres o unidos a proteinas presentan
una distribucion altamente variable. Coble, (1996) propone que la
intensidad, la posicion y el cociente entre las intensidades de las sefiales Ay
C puede ser empleada como trazador de fuentes terrestres, debido a que:

1) la razén entre las intensidades (A:C) en agua de mar varia entre la
costa y el océano abierto con mayores cocientes en muestras de aguas
costeras 'y 2) que la posicion del pico C se desplaza a menores longitudes
de onda de excitacién y emision al aumentar la distancia de las fuentes de
agua dulce (Del Castillo et al., 2000).
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La senal del pico M es cominmente denominada “humicos marinos”,
dado que tiene menor grado de insaturacién que los picos A y C (Nieto-Cid
et al., 2005). Por las razones antes mencionadas este método ha sido
utilizado como una herramienta Util para caracterizar e indicar las posibles
fuentes de la DOM.

3. Composicion quimica de la DOM

La biogeoquimica de la DOM es compleja e intimamente conectada a
procesos microbianos (Jiao et al., 2010). La DOM es generalmente
cuantificada como carbono orgdnico disuelto (DOC: Dissolved Organic
Carbon) representando con frecuencia la fuente mas grande de carbono en
sistemas acuaticos, sosteniendo gran parte de la actividad microbiana en
este medio (Ziegler y Fogel, 2003). Desde el punto de vista composicional,
la DOM puede ser dividida en una fraccidon quimicamente caracterizada, que
consiste de compuestos derivados principalmente por procesos bioldgicos
como carbohidratos (CH), aminoacidos (AA) ¢ lipidos y por otro lado, Ia
fraccion humica, que se define como una componente heterogénea que en
general es de alto peso molecular y se caracteriza por tener propiedades
refractarias (Liebezeit y Dawson, 1982). Esta fraccidn representa

aproximadamente el 60 % de DOC en sistemas marinos (Miunster, 1993).

3.1. Principales componentes de DOM

3.1.1. Carbohidratos disueltos

Los carbohidratos (CH) en ambientes marinos comprenden entre 5%
y 60% de DOC siendo una fraccidon altamente variable (Burney et al., 1982;
Romankevich, 1984; Pakulski y Benner, 1992; Myklestad y Bgrsheim, 2007;
Khodse et al., 2010). Son compuestos versatiles que cumplen numerosas
funciones en el metabolismo celular como fuente de energia y componente
estructural (Panagiotopoulos y Sempéré, 2005). Son compuestos de
carbono, hidréogeno y oxigeno con una relacidn molar de dos moles de

hidrogeno por uno de carbono y de oxigeno (C,(H.O),). Los CH simples,
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mondmeros, monosacaridos (Gors et al., 2007) tienen estructura de

carbono que varia de Cs a Cq (Fig. 2).

CH,0H
H O H
H
_ OH H
/'grupo carbonilo HO OH
). F H OH
"'fl\’ CH,OH =
H—C— —
" W ,
HO—C—H —= o H e andémeros
| INGH By ciclicos
H—<|:— OH OH
CH,OH CH,OH
N H 0 o
Glucosa SH |
(forma abierta) HO !
H  OH

Fig. 2. Estructura lineal y de anillo del carbohidrato simple glucosa.

Cada carbono estd unido a un grupo hidroxilo a excepcidon del
carbono terminal que contiene un grupo funcional aldehido (grupo
carbonilo). En los monosacaridos con 5 o 6 carbonos, el grupo funcional
aldehido reacciona espontaneamente con un grupo hidroxilo vecino para

formar un anillo (Fig. 2).

Estos anillos se abren vy cierran continuamente, aunque las
proporciones de las formas de cadena o anillo son dependientes del tipo de
molécula monomérica, temperatura y composicién quimica de la solucidén en
la que estan presentes. Por otro lado, estos monémeros pueden reaccionar
entre ellos a través de una reaccidon de condensacién. En esta reaccién dos
monosacaridos se combinan para dar un uUnico producto (disacarido)
acompafiado de la formacién de una molécula de agua. La reaccion puede
continuar hasta generar polimeros llamados polisacaridos (Gors et al.,

2007). Entre los mas comunes se encuentran la celulosa y quitina (Fig. 3).



Capitulo 1 — Introduccién general

La celulosa es la principal componente de las paredes celulares de las
plantas. Algunos polisacaridos contienen nitrégeno en forma de amino
azucares como es el polimero de quitina que compone el exoesqueleto de

los crustaceos (Benner, 2003).

CH,OH CH,OH CH,OH

Q@Q@@w

HO CH,0H CH,OH
T__.____. Celulosa —_.__Tn

CHqOH

OH RHN OH RHN
OH RHN

CH, OH CH, OH

Quitina

Fig. 3: Algunos polisacaridos naturales: celulosa y quitina.

3.1.2. Aminoacidos disueltos

Los aminoacidos son los mondmeros que constituyen las proteinas vy
en su estructura quimica poseen un grupo amino (R-NH;) y un grupo
carboxilo (R-COOH). Segun la estructura y caracteristicas quimicas los

aminoacidos de origen natural se presentan en la Tabla II.
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Tabla II. Composicién y estructura quimica de aminoacidos naturales.

I. Aminoacidos Alifaticos Estructura condensada

A. Acidos monoamino- monocarboxilicos

glicina C,HsNO,

alanina CsH;NO»

valina C5H11N02

leucina CeH13NO,

isoleucina CeH13NO,

serina CsH;NO3

treonina C4HoNO3

B. Aminoacidos con azufre

cisteina CsH-NO,S

taurina C,H,NOsS
metionina CsH1:NO,S

C. Acidos monoamino-dicarboxilicos

acido aspartico C4H;NO,

acido glutamico CsHoNO,4

D. Aminoacidos basicos

arginina CgH14N4O-

histidina C6H9N302

II. Aminoacidos aromaticos

tirosina CoH11N103
fenilalanina CoH1;NO,

Los aminoacidos pueden reaccionar entre si a través de la unién del
grupo amino con un grupo carboxilo de otro aminoacido generando un
péptido. Esta reaccién (Fig. 4) es una reacciéon de condensacion. La union
de 100 aminoacidos o mas forman las proteinas. Los aminoacidos y
proteinas son componentes importantes de enzimas y constituyentes de

tejidos conectivos en las células.
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Fig. 4. (a) Condensacién entre dos aminoacidos, EP: representacion del enlace
peptidico entre dos aminoacidos y (b) representacién de una proteina.

La composicion quimica de la DOM esta asociada con sus fuentes y
biodisponibilidad, en referencia al grado en que la misma es de facil
asimilacion, degradacion o mineralizacion (Benner, 2003). A su vez, la DOM
tiene una estrecha relacidn con las bacterias heterétrofas ya que es su
principal fuente de carbono y nitrogeno, ayudando al transporte de DOC a
otros niveles troficos en ambientes acuaticos (Jiao et al., 2010). Estas
caracteristicas hacen que los vinculos entre la diversidad y funciones de las
comunidades bacterianas naturales sean esenciales para entender su papel

en los ciclos biogeoquimicos.

4. Relacion entre la composicion de la DOM y la estructura de la

comunidad bacteriana

La DOM esta integralmente vinculada a los microorganismos que se
encargan de llevar a cabo una amplia variedad de procesos. El concepto
donde las bacterias proporcionan un enlace en el flujo de materia de
energia es una adicién a la teoria de la cadena tréfica clasica: El bucle
microbiano (“bacterial loop”, en inglés) (Pomeroy, 1974; Azam et al., 1983;
Woese, 1987) (Fig. 5).
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Fig. 5. Trama tréfica marina clasica y bucle microbiano

Si bien es conocida la importancia de las bacterias y la DOM en los
sistemas acuaticos (Hopkinson et al., 1989; Smith y Hollibaugh, 1993), la
comunidad cientifica se ha enfocado recientemente en investigar el grado
en que la DOM influye en la distribucion y la abundancia de los

microorganismos (Teira et al., 2009).

Aunque el conocimiento de los procesos microbianos ha avanzado a lo
largo de los afios coincidiendo con los avances en las metodologias, el
estudio de la relacién entre las bacterias y la DOM se ha visto limitado por
la dificultad para obtener cultivos puros de bacterias representativas del
medio marino. De hecho, la gran mayoria de especies microbianas (90-
99%) en ambientes naturales no pueden ser cultivadas por métodos

microbioldgicos tradicionales (Amann et al., 1995).

A pesar de carecer de aislamientos para la mayoria de los grupos de
bacterias marinas, se ha recurrido a la biologia molecular para identificar los
diferentes grupos de bacterias. Woese, 1977, 1987 se centrd en el gen 16S
rRNA (RNA ribosdmico del gen 16S), ya que este gen estd presente en la
mayoria de las bacterias, como consecuencia se reformuld el sistema de

clasificacion filogenética procariota y se establecié una codificacion general:

11
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Bacterias, Arqueas y Eucariotas (Fig. 6). Pace et al. (1986) introdujo esta

técnica a estudios de microbiologia ecoldgica.

Bacterias Arqueas Eucariotas

Gram

positivas Ciliados
Proteobacterias

Cianobacterias
CFB

Flagelados

Fig. 6. Arbol filogenético universal, destacando los principales componentes del
bucle microbiano. CFB indica el linaje de las Citofagas-Flavobacter-Bacteroidete.

Por otra parte, se han disefiado diferentes sondas fluorescentes para
grupos especificos de bacterias, que permite su cuantificacién directa, a
través de la hibridacidon in situ fluorescente (FISH) (Fig. 6). La aplicacién
de esta técnica en muestras marinas, ha mostrado que el grupo de
bacterias Bacteroidetes (CFB: Cytophaga-Flavobacter-Bacteriodes) fue el
mas abundante (Cottrell y Kirchman, 2000) y que las Arqueas tienen una
significante abundancia en la zona mesopeldgica del océano (Karner et al.,
2001). Sin embargo Giovanonni y Rappé, (2000) y Alonso et al. (2010)
reportaron una importante abundancia del grupo Alfaproteobacteria, y en
menor medida las Gamaproteobacterias. Por otro lado, en ambientes
estuarinos Teira et al. (2009) reportaron una importante contribucién del
grupo Betaproteobacterias cuando hay una significativa contribucién

continental.

Aunque estos estudios indican la abundancia y diversidad microbiana,
no la relacionan con las funciones biogeoquimicas de estos grupos de
bacterias. Sin embargo esta situacién ha cambiado, ya que se han aplicado
simultdneamente métodos de Dbiologia molecular con métodos
biogeoquimicos con el fin de elucidar la relacidn entre la estructura y la

funcidn de las bacterias y el ciclo de la DOM en sistemas acuaticos. La base

12



Capitulo 1 — Introduccién general

de estos estudios se divide de acuerdo a la naturaleza y composicion
organica de la DOM. Un primer enfoque consiste en exponer a comunidades
bacterianas naturales en diferentes componentes definidos o caracterizados
de la DOM como proteinas, quitina, carbohidratos (Pinhassi et al., 1999;
Ouverney y Fuhrman, 1999, 2000; Foreman et al., 1999; Cottrell y
Kirchman, 2003; Kawasaki et al., 2013). El segundo enfoque consiste en la
respuesta de la comunidad bacteriana al enriquecimiento con compuestos
de la DOM que han sido definido por su peso molecular como DOM de alto y
bajo peso molecular (HMW y LMW: High- and Low Molecular Weight)
(Gonzalez et al., 1996, 1999; Covert y Moran, 2001; Weinbauer y Hofle,
1998; Methe y Zehr 1999). Ambos han demostrado cambios en la
estructura de la comunidad bacteriana en respuesta a los diferentes
sustratos, exponiendo la relacion estrecha entre la estructura de la
comunidad bacteriana y la composicion de la DOM. Por lo tanto Ia
determinacion in situ de la estructura de la comunidad bacteriana y la
caracterizacion y cuantificacién de la DOM brinda informacion importante de

sus posibles relaciones y/o interconexiones.

Conforme a lo expresado anteriormente, el estudio de Ia
biogeoquimica del frente costero El Rincén y el frente costero frio de la
Patagonia Atlantica, incluyendo la relacidn entre la estructura de la
comunidad bacteriana y las caracteristicas de la DOM, y las posibles fuentes
de nutrientes inorganicos, es de particular interés para la comprension de

los patrones biogeoquimicos de las distintas regiones.

13
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5. Hipotesis

Es de destacar que la cantidad de carbono en el reservorio de DOM
en zonas ocednicas es 10 veces mayor que en el de POM (Kirchman, 2008)
y por lo tanto, parece probable que una fraccién de ese carbono disuelto
representado en aminodacidos y carbohidratos sean sustrato fundamental
para el crecimiento y supervivencia de bacterias marinas. Dentro del marco
del cambio global, un aumento de la concentracién de sustrato podria
permitir una mayor actividad de distintos grupos bacterianos que se
encuentran involucrados en diferentes procesos metabdlicos en diversos
ambientes (Cottrell y Kirchman, 2000; Salcher et al., 2008; Alonso et al.,
2010), llevando a una aceleracién de la produccidn de nutrientes
remineralizados. Sin embargo, por otro lado una elevada radiacién UV
puede resultar en una inhibicion de la actividad heterotréfica por dafio
celular, lo que tedricamente podria llevar a una acumulacién, por lo menos
temporaria, de componentes labiles del DOC, entre ellos los aminoacidos y
carbohidratos (Lara y Thomas, 1995). Asi mismo la calidad y cantidad de
sustrato son dependientes de sistemas caracterizados por fuertes
gradientes, tales como regiones frontales o estuarinas. La plataforma del
Mar Argentino es de especial interés en el contexto de la dinamica de la
materia organica, particularmente los sectores del Ecosistema Costero de la
Plataforma Bonaerense hasta la regidn Norpatagdénica y el Sistema
Estuarino Patagdnico desde el Canal de Beagle hasta su zona externa.
Dentro de estas regiones existen sectores donde la produccién plancténica
depende predominantemente de la regeneracidn de nutrientes (Carreto,
1995), mientras que otros ambientes estdn conectados al ingreso de
nutrientes a través de zonas frontales, como por ejemplo los frentes de El

Rincén y el frente estuarino frio del sur de Patagonia Atlantica.

De acuerdo a lo expresado, la hipdtesis de esta tesis, es que los
distintos regimenes de circulacion, aportes continentales y nutrientes de las
regiones Bonaerense, Nor- y Surpatagonia Atlantica deberian reflejarse en
los patrones de composicion quimica y fluorescencia de la materia organica

disuelta.
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6. Objetivo general

Profundizar en el conocimiento de la composicion y dinamica de la
materia organica disuelta y establecer una relacion entre factores bidticos y
abidticos en sectores influenciados por aportes continentales y/o frontales
de alta produccion bioldgica -nueva o regenerada-, particularmente en

zonas poco estudiadas de su plataforma.

7. Objetivos especificos

- Caracterizar las fracciones labiles y refractarias de la materia
organica disuelta a partir de las propiedades dpticas del agua de mar de las

diferentes zonas de estudio.

- Cuantificar y establecer los patrones de distribucidon espacial de los
aminoacidos y carbohidratos de la fraccion disuelta en zonas de diferentes

regimenes oceanograficos.
- Detectar, cuantificar y establecer la estructura de la comunidad

microbiana y su asociacidon con la distribucion de nutrientes organicos e

inorganicos.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

1. Area de estudio y muestreo

Las areas de estudio comprenden dos zonas ubicadas en el norte y

sur de la Plataforma Continental Argentina:

Al norte las regiones de estudio fueron el frente costero de El Rincén,
y el Frente de Peninsula de Valdés hasta el Golfo San Jorge (Fig. 1). Al sur
la zona de estudio fue el Frente mixto-estuarino frio de la Patagonia Austral

y el Canal de Beagle (Fig. 1).

Frente de
El Rincén

Frente Peninsula |
Valdés

Golfo San Jorge

Canal
Beagle

Frente mixto-

Ocean Data View

Fig. 1. Areas de estudio en la plataforma Argentina y el canal Beagle. Lineas
gruesas negras: frentes
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Capitulo 2 — Materiales y métodos
Las muestras fueron tomadas durante tres campanas oceanograficas:

- La primera tuvo lugar en la zona de El Rincén, desde el 2 hasta el
13 de octubre de 2010 a bordo del Buque Oceanografico ARA
“Puerto Deseado”. Se recolectaron muestras en 26 estaciones.

- La segunda campafa se realizé en el afno 2012 en dos etapas: I).
En el canal Beagle, desde el 7 hasta el 26 de marzo en la
embarcacién “Don Pedro”. II). En el frente frio mixto de la
Patagonia Austral y la transecta desde el Golfo San Jorge (46 °S)
hasta Mar del Plata (38 °S) desde el 27 de marzo hasta el 13 de
abril en el buque Oceanografico ARA "“Puerto Deseado”. Se
tomaron muestras en 26 estaciones.

- La tercera se llevd a cabo nuevamente en El Rincén, desde el 9
hasta 15 de marzo en el 2013 en la embarcacion MVO "“Dr.

Bernardo Houssay”. Se tomaron muestras en 12 estaciones (Fig.

1).

La zona de El Rincdn se caracteriza por ser una zona poco profunda
(<70 m), conectada con el estuario de Bahia Blanca y con Bahia Anegada en
el oeste. Recibe aportes de agua dulce proveniente de los rios Colorado y
Negro, que en conjunto descargan un total promedio de 1000 m® s, Al sur
del area de El Rincon se encuentran el Golfo de San Matias y el Frente de
peninsula Valdés, producido por el efecto de mareas, siendo éstos de gran

importancia ecoldgica en la plataforma Argentina.

El extremo sur de la plataforma argentina forma parte del sistema
estuarino frio Patagdnico. El sistema del Pacifico-Atlantico es de especial
interés por su diversidad hidroldgica y esta interconectado por la corriente
del Cabo de Hornos, que transporta el agua de baja salinidad del Pacifico
Sureste (Acha et al., 2004), y continlUa como la corriente de Malvinas
(Longhurst, 1998), una fuente de agua subantartica rica en nutrientes a la

plataforma argentina (Silva y Neshiba, 1979a).
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2. Metodologia de Trabajo

Se realizaron muestreos de agua mediante casting de botellas Niskin,
a 5 y 10 metros de profundidad, con el propdsito de caracterizar
quimicamente la fraccion disuelta. Una vez obtenida la muestra de agua por
medio de la botella Niskin se toma una alicuota de 50 mL en tubos de
polipropileno transparente de fondo cénico de 50 mL y fueron fijadas con la
adicién de paraformaldehido (concentracion final 2%, previamente filtrado
por filtros 0,2 um de policarbonato) y posteriormente fueron almacenadas a
4 °C en oscuridad por 12 horas. Después de la fijacion, las muestras fueron
filtradas a través de filtros de policarbonato de 0,2 um con un soporte de
filtro de 0,45 pm de nitrocelulosa, seguidamente el filtro fue lavado con
agua ultra pura, secado y almacenado en cajas de Petri. Los filtros fueron
procesados en el laboratorio con el propdsito de describir la estructura de la

comunidad bacteriana.

Las muestras para DOC, CH, AA y FDOM fueron obtenidas por
filtracion de agua de mar a través de filtros de fibra de vidrio GF/F
(precalcinados por 4 h a 450 °C) y almacenadas en viales de vidrio

precalcinados.

Las muestras para DOC fueron conservadas en ampollas de vidrio de
20 mL, adicionando HsPO, 21% hasta pH 2 y sellando las mismas

inmediatamente empleando un soplete.

Las muestras para el analisis de TDCHO y TDAA fueron colectadas en
recipientes de vidrio precalcinados de 10 mL e inmediatamente fueron
selladas con tapas de junta de tefldén. El filtro con el material retenido fue
almacenado en un sobre de aluminio y fue usado para el andlisis de
pigmentos (clorofila “"a” (Clo-a) y feopigmentos y otro filtro fue almacenado
en caja de Petri y secado a 50 °C, conservadas en desecador para posterior
anélisis de isotopos estables de nitrogeno 15 (8*°N). Todas las muestras
colectadas, -excepto las de 8N- fueron conservadas a -20 °C hasta el

analisis en el laboratorio.
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2.1. Parametros Fisicos

En las campafias oceanograficas se realizaron medidas in situ de
temperatura expresada en grados centigrados (°C), salinidad a través de un
CTD “SEA-BIRD”, Modelo N© 19-04 plus, con roseta General Oceanic a la
cual se le montaron 10 botellas de 5,5 litros. Con los datos obtenidos de
temperatura y salinidad se calculé sigma t para representar la densidad en

su forma operativa: Sigma t = py-1000.

2.2. Fraccion Disuelta

2.2.1. Carbono Organico Disuelto

En el Alfred Wegener Institute, AWI (Bremerhaven, Alemania), el
DOC fue determinado por medio de una oxidacidon catalitica de alta
temperatura con un analizador de carbono organico, Shimadzu TOC-Vcpy.
Las muestras fueron acidificadas con HCl y mantenidas bajo corriente de
oxigeno durante 5 minutos para remover el carbono inorganico. Alicuotas
de 50 puL de muestra fueron inyectadas en el equipo y combustionadas en el
catalizador de platino (calentado a 720°C). El CO, generado fue detectado

con un detector infrarrojo (Skoog et al., 1997).

2.2.2. Caracterizacion de la FDOM

En el laboratorio de Usos Mdltiples del Dpto de Quimica (UNS) las
medidas para la caracterizacion de la FDOM (Coble, 1996) se llevaron a
cabo a temperatura constante de 20 °C en celdas de cuarzo de 1 cm en un
espetrofluorimetro SHIMADZU RF-5301. Las matrices de 16 x 314 fueron
generadas a partir de los espectros de emision obtenidos por excitaciéon de
las muestras entre 240 nm y 315 nm cada 5 nm registrando la emision
entre 260 nm y 610 nm cada 1 nm y procesadas y graficadas empleando
Excel. La dispersion Raman fue corregida por sustracciéon del espectro de
agua ultrapura en las mismas condiciones y para cada grupo de muestras.

Como procedimiento preliminar y para minimizar el efecto de filtro interno,
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se obtuvieron las senales de absorbancia correspondientes a cada muestra
resultando todas menores a 0,02 unidades, no siendo necesaria la dilucidn
de las muestras. Para la expresiéon de las senales en Unidades Equivalente
de Sulfato de Quinina (USQ) se uso la calibracién del instrumento a Ex/Em
350 nm/450 nm empleando una disolucion de sulfato de quinina dihidratado
(SIGMA) estandar en acido sulfturico 0,05 M y la equivalencia 1 USQ = 1ug
L. Los indices derivados de la FDOM se obtienen de la siguiente manera:
FIX: es el cociente entre las intensidades de fluorescencia a 450nm vy
500nm (f450/f500) cuando se excita a 370nm. Este indice interpreta el
desplazamiento del maximo de emisién de acidos fulvicos hacia longitudes
de onda mayores si su procedencia es terrestre (>grado de aromaticidad),
HIX: es la relacion de areas (H/L) del espectro de emision al excitar a
250nm. L: area entre 300nm y 345nm y H: area entre 435nm y 480nm.
Cuando el grado de humificacion aumenta, el espectro de emisidn se
desplaza y la razéon H/L aumenta y BIX: se basa en la contribucién del
fluoroforo beta; se calcula dividiendo la intensidad de fluorescencia emitida
a 380nm (maxima emisidon de M) por la intensidad de fluorescencia emitida
a 430nm (maximo de emisién de la banda caracteristica de material
hdmico) cuando la muestra es excitada a 310nm. El BIX constituye una
estimaciéon de la actividad biolégica bacteriana en ambientes acuaticos.
(Coble, 1996; Coble et al., 1998; Muller et al., 2008; Ghervase et al., 2010;
Para et al., 2010).

2.2.3. Cuantificacion de aminoacidos disueltos

En el laboratorio de geoquimica organica marina del Centro de
Investigacion Oceanografica en el Pacifico Sur-Oriental (COPAS,
Concepcion, Chile) los AA fueron derivatizados con o-ftaldialdehido (OPA) y
2-mercaptoetanol (Lindroth y Mopper., 1979; Jones et al.,, 1981) y
separados por cromatografia liquida de alta resolucién con un autoinyector
robdtico (50 pL bucle) (HPLC - Shimadzu SIL-10A) y deteccién fluorescente
(Pantoja et al., 1997).

Para la cuantificacion de aminoacidos (AA) totales disueltos (TDAA),

las muestras fueron previamente hidrolizadas con HClI 6M en una ampolla
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sellada bajo N, a 150 °C durante 2 horas y posteriormente neutralizada con
NaOH. Los 14 AA derivatizados -acidos aspartico (asp) y glutamico (glu),
serina (ser), histidina (his), glicina (gly), treonina (thr), arginina (arg),
alanina (ala), tirosina (tyr), valina (val), metionina (met), fenilalanina
(phe), isoleucina (ile) y leucina (leu)- fueron separados en una columna
Altima C-18 a 35°C. La separacion de los AA se llevd a cabo en 85 min
usando un gradiente de fase mdvil, que consiste en dos componentes:
eluente (A), buffer de acetato de sodio (25 mM, pH 5,7 con tetrahidrofurano
(THF) al 5%) y eluente (B), metanol (18-100%) a 1mL min™ (Tabla. I).

Las concentraciones de los AA derivatizados fueron determinados a
una longitud de onda de excitacién de 330 nm y una longitud de onda de
emision de 410 nm. Los AA libres disueltos (DFAA) fueron directamente
medidos sin hidrdlisis y la concentracién de los AA combinados disueltos
(DCAA) fueron obtenidos mediante la diferencia entre TDAA y DFAA. Los
estandares de AA fueron obtenidos de Thermo Scientific (Pierce N° 20088).
La composicidn de los AA fue expresada en %mol de la cantidad total. Los
AA individuales fueron convertidos a carbono segun su estructura

molecular.

Tabla I. Gradiente de la fase moévil en el analisis de los aminoacidos por HPLC.
A% =Buffer de Acetato de Sodio, B%=Metanol.

Tiempo (min) A% B% Flujo (mL min™)

0 78 22 1
30 65 35 1
42 50 50 1
60 40 60 1
72 0 100 1
80 0 100 1
84 78 22 1

2.2.4. Cuantificacion de carbohidratos disueltos

En el laboratorio de Quimica Ambiental (UNS), los carbohidratos (CH)
libres disueltos (DFCHO) y CH totales disueltos (TDCHO) fueron
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determinados por el método espectrofotométrico de 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) (Myklestad et al., 1997).

Para DFCHO, a 1 mL de muestra se agregdé 1 mL de solucion de
ferrocianuro de potasio, K3 [Fe (CN)s] (0,7 mM) en un tubo de vidrio con
tapa de teflon de 10 mL. La mezcla fue calentada por 10 min en un bafio de
agua a 100 °C. Una vez que la solucién fue enfriada a temperatura
ambiente se adiciond 1 mL de solucién de cloruro férrico, FeCl; (2,0 mM) e
inmediatamente se agragaron 2 mL de solucién de TPTZ (2,5 mM), se
esperd 5 min hasta reaccion completa. La absorbancia fue medida a 596 nm

con un espectrofotdmetro UV-Visible Cary 60 Agilent Technologies.

Para TDCHO a 4 mL de muestra se agregd 0,40 mL de HCI 1 M en un
tubo cerrado con respectiva tapa de teflon. Esta solucion fue calentada a
150°C durante 1 h y posteriormente neutralizada con NaOH 1 M. Una vez
que la solucidon fue enfriada se cuantific6 siguiendo el método descrito

anteriormente.

La concentracién de CH combinados disueltos (DCCHO) fue calculada

por diferencia entre la concentracién de TDCHO y DFCHO.

La D-(+) glucosa fue usada como estandar externo para cada medida
realizada. Los resultados fueron expresados en equivalente de glucosa (pM)
y convertidos a carbono (UM C) por la multiplicacion del factor 6 (acorde a
la estructura molecular de la glucosa) asumiendo que todos los DFCHO en
agua de mar fueran hexosas (Myklestad et al., 1997; Bhosle et al., 1998;
Gors et al., 2007).

2.2.5. Fraccion quimicamente caracterizada disuelta
La cantidad de carbono en DOC que se explica con moléculas de AA y
CH se denominé fraccidon quimicamente caracterizada (DOC-Identificado) y

la que no fue explicado por el contenido de C en moléculas de carbohidratos

y aminoacidos fue considerada quimicamente “no identificada” (DOC-no
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identificado). Esta fraccion consistiria de sustancias humicas libres de

carbohidratos y aminoacidos.

2.2.6. Nutrientes inorganicos

Los nutrientes inorganicos fueron analizados en el Alfred Wegener
Institute, AWI (Bremerhaven, Alemania) y en el laboratorio de Quimica
Ambiental (UNS). Los nutrientes realizados en el AWI fueron analizados en
forma automatica usando un analizador automatico Evolution III, Alliance
Instruments segun Kattner y Becker (1991) y en la UNS fueron realizados

de forma manual.

2.2.6.1. Amonio

Para la deteccion de amonio se utilizé una variante fluorométrica de
analisis de aminoacidos por medio de la derivatizacion con orto-ftalaldehido
(OPA). El amonio libre reacciona con el OPA formando un complejo con
caracteristicas fluorescentes. Las concentraciones de amonio fueron
determinadas a una longitud de onda de excitacién de 352 nm y una
longitud de onda de emisidon 410 nm (Kérouel y Aminot, 1997).

2.2.6.2. Fosfato

La determinacién de la concentracion de fosfato se realizé siguiendo
el método de Eberlein y Kattner (1987), basado en el método original de

azul de molibdeno de Murphy y Riley (1962).

Los iones ortofosfatos reaccionan con el molibdato de amonio para
formar un complejo color amarillo, el fosfomolibdato de amonio, que luego
de la reduccidon produce una coloracion azul. Como agente reductor se
utiliza el acido ascérbico pues se obtienen resultados reproducibles y brinda
la ventaja de poder utilizar un Unico reactivo formado por: acido sulftrico
(H,S04), molibdato de amonio hidratado [(NH4)¢M0,0,4.7H,0], Aacido
ascoérbico (CsHgOg) Yy tartrato de antimonio y potasio CsH4K,01,Sb,.3H,0. La

intensidad del color es medida a una longitud de onda de 885 nm.
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2.2.6.3. Silicato

El procedimiento automatico para la determinacién de silicato soluble
en agua de mar se basa en la reduccion del silicomolibdato en solucion
acida “azul de molibdeno” por medio del &cido ascdrbico. Acido oxalico es
adicionado a la muestra antes del agregado del &acido ascorbico para
eliminar la interferencia producida el fosfato. La intensidad del color es

medida a una longitud de onda de 800 nm.

2.2.6.4. Nitrito

La determinacion colorimétrica de la concentracion de nitrito en agua
de mar se realizé haciendo uso de la reaccién de diazotacion entre el nitrito
y la sulfanilamida en medio acido. El compuesto obtenido reacciona con la
amina aromatica, N-(1 naftil) etilendiamina, a través de una reaccion de
acoplamiento diazoico para formar una compuesto azoico color rojo que
presenta un maximo en absorcion a 540 nm, siguiendo el método de
Bendschneider y Robinson (1952).

2.2.6.5. Nitrato

Para determinar la concentracidon de nitrato se hizo pasar la muestra
por una columna de reduccidon compuesta granulos de Cd recubierto por Cu,
en donde el nitrato es reducido a nitrito. El nitrito alli formado fue
determinado colorimétricamente segin el método de Bendschneider y

Robinson (1952) descripto anteriormente.

2.3. Fraccion particulada

2.3.1. Pigmentos

En el laboratorio de Quimica Ambiental (UNS), se determinaron
clorofila-a (clo-a) y feopigmentos por fluorimetria (Holm-Hansen et al.,
1965). Los pigmentos fueron extraidos con acetona 90% durante 24 horas

A\ g/

en oscuridad a -20 °C. Se empled un estandar de clorofila “a” pura
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(Anacystis nidulans). Posteriormente se obtuvieron las sefiales en un
Shimadzu RF-5301 a Ex/Em: 460/671nm. La correccion por feopigmentos
fue realizada por acidificacién con HCI| 0.1 M.

2.3.2. Isotopos estables de nitrogeno 15

En el Centro Leibniz de Ecologia Tropical, ZMT (Bremen, Alemania)
los is6topos estables de nitrégeno (*°N y '*N) de la fraccién particulada
fueron determinados con un espectrometro de masas Thermo Finnigan
Delta Plus acoplado a un analizador elemental Flash EA 1112, siguiendo lo
descrito en Verado et al. (1990). Los filtros homogenizados fueron
colocados en viales de plata, acidificados con HCI 0,1N, secados 12 horas a
50°C y completamente oxidados en un analizador elemental por combustién
reldmpago a temperaturas superiores a 1000°C bajo oxigeno puro. La

composicion isotdpica del N, fue detectada por espectrometria de masas.

Los resultados fueron normalizados con los estandares: Pee Dee
Belemnite y nitrogeno atmosférico, calculando las siguientes relaciones

isotdpicas:

R = 15N/ 14N y 55 N (%0) = [(F2eee) — 1] 1000

estandar

Donde el valor de notacidn delta (0) se refiere a comparacién con un
estandar internacional. En este caso particular, las relaciones isotdpicas
fueron determinadas de acuerdo con los estandares internacionales de la
Agencia Internacional de Energia Atomica (Vienna): IAEA-N1 y IAEA-N2
para °N. Se utiliz6 peptona como estdndar interno. R es la proporcién de
atomos del is6topo pesado en relacion al liviano. De esta forma, valores de
O'°N positivos implican que la muestra estd enriquecida en el isétopo mas
pesado en relacion con el estandar y valores negativos implican que esta

empobrecida.
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2.4. Abundancia y composicion de la comunidad bacteriana

En el laboratorio de Ecologia Molecular del Centro Universitario de la
Regién Este, (Rocha, Uruguay) los porcentajes de los diferentes taxones
microbianos en muestras de agua fueron determinados mediante Ia
fluorescencia de hibridacidn in situ (FISH) y deposicion de moléculas
cargadas por la actividad de la peroxidasa (CARD-FISH) (Pernthaler et al.,
2002).

Los filtros fueron cortados en secciones hibridizados con sondas
usadas para caracterizar la comunidad microbiana; EUB338 (todas las
bacterias) (Daims et al., 1999), ALF968 (principales Alfaproteobacterias)
(Neef, 1997), BET42a (principales Betaproteobacterias) (Manz et al., 1992),
GAM424 (principales Gammaproteobacterias) (Manz et al., 1992), CF319a
(principal grupo de Bacteroidetes (citéfaga/flavobacteria)) (Manz et al.,
1996).

La hibridacién fue realizada por 12 horas a 35 °C. La solucién de
hibridacion contiene NaCl 0,9 M, Tris-HCI 20 mM (pH 7.4), dodecilsulfato de
sodio 0,01% vy formamida. Todas las sondas fueron adquiridas de
Biomers.net. Las sefales de amplificaciones fueron realizadas con
isoticianato de fluoresceina (FITC) marcados con tiramidas. La preparacion
de CARD-FISH se realizé junto con el DAPI a una concentracién final de
1mg mL™. El DAPI y las células tefiidas con CARD-FISH fueron contadas
manualmente, con un conteo final y aproximado a un minimo de 1000

células filtro™.

Los portaobjetos se examinaron bajo microscopio (Leika) equipado
con una lampara de mercurio de 100W y un juego de filtros adecuados para
DAPI y sustrato fluorescente Alexa448. Para cada campo microscépico, dos
diferentes categorias fueron enumeradas: (1) total de celulas tefiidas con
DAPI, (2) células tefiidas con sonda especifica. Se realizd un conteo de

control positivo (hibridacién con EUB338).
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3. CALCULOS Y ANALISIS ESTADISTICO
3.1. Estimacion del Indice de degradacion de la DOM

El indice de degradacién se estimd segun la férmula de Dauwe et al.
(1999):

D = Z [vari — AVGvar;
=2 STDvar, .fac.coef;
L

Donde var;es el valor en % mol de cada aminoacido, AVGvar; y STDvar; son
la media y la desviacion estandar respectivamente de nuestro grupo de
datos y fac.coef;, son los factores de cada aminoacido derivado de Dauwe et
al. (1999) (Tabla II):

Tabla II. Coeficiente de cada aminoacido. Los valores se derivan de los resultados
de analisis de componentes principales de Dauwe et al. (1999).

Aminoacidos PC1l-Dauwe

asp -0,13
glu 0,07
ser 0,02
his 0,16
gly -0,10
thr -0,13
arg -0,12
ala -0,04
tyr 0,18
met 0,13
val -0,04
phe 0,13
ile 0,14
leu 0,17
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3.2. Analisis multivariado

Con el propédsito de caracterizar cada regiéon en funcién de sus
propiedades quimicas y fisicas y determinar grupos internamente
homogéneos entre si, se aplicé el andlisis de conglomerado (Cluster) por el

método jerarquico.

Una vez identificado los grupos, estos fueron dispuestos
espacialmente a través de un andlisis de escalonamiento multidimensional
no métrico (no-metric Multidimensional Scalling, MDS) de acuerdo a la
similitud entre las muestras (similitud Bray-Curtis). La bondad de ajuste de
este método de ordenacion se calcula mediante un valor stress que es una
medida de la distorsidén entre las similitudes y las distancias en el mapa de
ordenacion. Valores de stress superiores a 0,2 se asocia con malos ajustes y

valores cercanos a cero representan buenos ajustes.

Para examinar la contribucion de cada variable quimica y/o fisica a la
similitud entre grupos, se aplicd el andlisis de similitud porcentual
(Similarity Percentage, SIMPER) utilizando el indice de similitud de Bray-
curtis. Se aplicd un analisis de similitudes (Analisis of Similarities, ANOSIM)

para detectar diferencias significativas entre los grupos discriminados.

Con el propdsito de estimar la dindamica de las zonas de estudio en
funcion de las diferentes variables quimicas (composicion de DOM), fisicas
(propiedades de las zonas de estudio) y bioldgica (composicién de la
comunidad bacteriana), se realizaron interrelaciones mediantes el analisis
de correlacidon no paramétrica Spearman. Los diferentes analisis estadisticos

fueron realizados con los programas Primer 6 y Past.
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Capitulo 3

Aminoacidos, carbohidratos disueltos y propiedades
de DOM: patrones espaciales en aguas superficiales

de las regiones sudbonaerense y norpatagodnica

1. Resumen

Se analizaron los compuestos disueltos quimicamente caracterizados como
aminoacidos libres (DFAA), carbohidratos libres (DFCHQ) y las fracciones
poliméricas aminoacidos combinados (DCAA) y carbohidratos combinados
(DCCHO) junto con el carbono organico disuelto (DOC), en muestras que
fueron colectadas en la zona frontal de El Rincon (ER), influenciada por los
rios Negro y Colorado y estuario de Bahia Blanca, en dos oportunidades: en
el mes de octubre de 2010 (ER-2010) y en una transecta desde 38°S hasta
46°S, abarcando ER hasta el Golfo San Jorge (ER-GSJ) en el mes de abril de
2012. Considerando la distribucién horizontal de los componentes quimicos
de DOC, en ER-2010, el aporte de los rios Colorado, Negro y el estuario de
Bahia Blanca parecen contribuir a la concentracidon de carbohidratos (CH) y
aminoacidos (AA). En ER-GSJ] los CH y AA no presentaron un patrén
latitudinal marcado, pero si se destacaron maximos que fueron asociados
con las ubicaciones geograficas. Los maximos de AA se evidenciaron en el
Frente de Peninsula Valdés, que se caracteriza por ser una de las zonas mas
productivas de la Plataforma Argentina. Los CH presentaron un patrén
creciente desde la zona externa del golfo San Jorge (45°S) hasta su interior
y fue asociado a la abundancia de dinoflagelados; un maximo de

concentraciéon de CH a la altura del Rio Negro se asocid al aporte del rio y a
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la concentracion de clorofila-a. Dentro de la fraccidn quimicamente
caracterizada, en ER-2010 los DCAA (25%) fueron la fraccion mas
abundante pero en ER-GSJ] fueron el DCCHO (17%). Esta diferencia se
relaciond a la estacién del afno y a la posible actividad bacteriana,
consumiendo preferencialmente los DCAA en ER-GSJ. La fraccion
guimicamente caracterizada representd un ~ 37 % de DOC, tanto en ER-
2010 como ER-GSJ. La fraccién no identificada se asocid a sustancias
hdmicas y estarian representando un elevado porcentaje del DOC, indicando
un posible sumidero de carbono en forma de compuestos disueltos
refractarios. Se determind el indice de degradacion (ID) basado en la
composicion de los aminoacidos totales disueltos, el cual reveld distintos
patrones de distribucién. En la zona ER, en la campafia ER-2010, el ID
calculado indicdé una contribucion de materia organica disuelta (DOM)
recientemente liberada por organismos autdctonos, en la salida del estuario
de Bahia Blanca, mientras que en el resto del area de estudio la DOM
estaria predominantemente compuesta por material envejecido. En ER-GSJ
se diferenciaron dos areas, norte y sur, con respecto al ID, la zona norte
(38°S hasta 41°S) con DOM con alto grado de transformacién y la zona sur
(42°S hasta 46°S) con DOM reciente, concordante con un comportamiento
aparentemente regenerativo de la zona de ER. La relacion entre el ID y la
proporciéon en términos de mol de AA especificos presentd una relacion
directa con la histidina, siendo este AA el de mayo contribucién al total, lo
gque se asocid a la alteracién bioldgica en la DOM autéctona. Por otro lado,
una relacidon inversa entre ID con la valina, acidos aspartico y glutamico
sugieren que éstos AA fueron menos susceptibles a la degradacion
microbiana y/o fisica. Por Ultimo se asociaron las estaciones de muestreo en
funcion de la composicion quimica de DOM, pigmentos y variables fisicas.
Se observd que la salinidad, densidad y profundidad se asocid como otro
factor que podria controlar distribucién horizontal de los componentes
quimicos, principalmente de TDAA en ER-2010 y TDCHO en ER-GSJ.

30



Capitulo 3 - Aminodcidos, carbohidratos disueltos y propiedades de DOM: patrones espaciales
en aguas superficiales de las regiones sudbonaerense y norpatagonica

2. Hipétesis y objetivos

En el presente capitulo, se plantea evaluar la distribucién espacial y
latitudinal de la materia organica disuelta en la zona de El Rincén con
distintos niveles de aportes continentales y regimenes oceanograficos. En el
marco de los antecedentes desarrollados se pretendid testear la siguiente

hipdtesis:

La distribuciéon de los compuestos disueltos organicos y procesos
biogeoquimicos del carbono y nitrdgeno en el area de estudio son
influenciados por las principales entradas fluviales. Por lo tanto Ila
composicion de DOM debe reflejar los aportes aldctonos, ademas de las

condiciones ambientales y fisicas del sistema.

Para ellos, se propusieron los siguientes objetivos.

(i) Cuantificar y caracterizar los carbohidratos y aminoacidos
disueltos y su contribucion al carbono organico disuelto y estimar
la componente “no identificada” de la materia organica que podria

ser atribuida a fracciones refractarias.
(ii) Identificar y cuantificar aminoacidos disueltos especificos vy
estimar con ellos el indice de degradacion como indicador del

estado de transformacion de la materia organica disuelta.

(iif) Analizar la distribucion horizontal de los parametros mencionados

en funcion de las caracteristicas fisicas y bioldgicas de la zona.
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3. Area de estudio y sitios de muestreo

Las muestras analizadas fueron obtenidas durante dos campafas
oceanograficas:

I. Campafa El Rincén, 2010 (ER-2010): se tomaron muestras en 26
estaciones ubicadas en el drea sudbonaerense y norte de la Patagonia
(entre 39.0 °S y 41.0 °S y entre 59.6 °0O y 62.6 °0), durante la
primavera (Octubre, 2010) (Fig. 1a).

II. Campaia El Rincén-Golfo San Jorge, 2012 (ER-GSJ): se realizd una
transecta de 10 estaciones desde la altura de Mar del Plata hasta el
Golfo San Jorge, entre 38.0 °S y 46.2 °S, durante otofio (Abril, 2012)
(Fig. 1b).

(a)

Estuario de Bahia Blanca
N

G. San Matias

‘48

‘47
‘46

‘45

G. San Jorge

‘43

©39

Ocean Data View

44
63°W 62°wW 61°W 60°W 59°w 68°w 66°W 64°w 62°w 60°w 58°w

Ocean Data View

42°s ‘

Fig. 1. Area de estudio y estaciones de muestro. a) El Rincén, 2010, (b) El Rincdn-
Golfo San Jorge, 2012.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas Hidrograficas.

En ER-2010 la distribucion de la salinidad presenté una franja de
menores valores (<33,0) en la zona costera, otra de mayor salinidad
(>34,0) ubicada en la zona intermedia del area de estudio y por ultimo otra
franja en plataforma media con valores que variaron de 33,6 a 34,0 (Fig.
2a). La heterogeneidad en la salinidad se debe a diferentes razones: La
zona costera es impactada por la descarga de los rios Colorado y Negro que
en conjunto presentan un caudal aproximado 1000 m?® s, con mayor
contribucion del Negro, lo que como resultado genera un area de salinidad
inferior al resto de la zona de estudio (Barrera, 2015). Por otro lado, la
franja de mayor salinidad (>34) ubicada entre aguas costeras y plataforma
media, se asocia posiblemente a la entrada por adveccién de aguas del
golfo de San Matias que son de mayor salinidad, ya que alli predomina la
evaporacion sobre le precipitacion (Auad y Martos, 2012; Guerrero, 1998;

Lucas et al., 2005; Martos et al., 2005; Barrera, 2015).

La distribucidon superficial de temperatura presenté un gradiente
horizontal, con tendencia decreciente de costa hacia plataforma media con
un rango de variacién entre 13,1°C y 10,1°C (Fig. 2b) que parece estar
controlado principalmente por la batimetria del sistema. La zona costera
tiene profundidades promedio de 24 m hasta llegar a profundidades de 57
m en la zona de muestreo mas alejadas de la costa (Anexo I). Por lo tanto
la temperatura de la columna de agua en la zona costera es mayor debido a
la poca profundidad y producto de calor transferido desde la atmodsfera en
esta época del afio comparado con las zonas de mayor profundidad
(Guerrero y Piola, 1997; Guerrero, 1998).

En ER-GSJ, la salinidad y temperatura presentaron una tendencia
creciente desde el golfo San Jorge (46°S) hasta la zona norte de ER (38°S).
El rango de variacién de salinidad fue de 33,3 - 34,2 y en el caso de la
temperatura de 12,9°C - 18, 8°C (Fig. 2c). Estas tendencias se asocian a

la transicion/conexidn entre aguas de golfo san Matias y la plataforma, y a
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la batimetria del sistema ya que las profundidades incrementaron
gradualmente de sur a norte (19m - 99m) de la transecta considerada
(Anexo I). Estos datos fueron similares a los reportados por Acha et al.
(2004) y Bianchi et al. (2005).

39°S

40°S

41°S
11

ean Data View / DIVA

42°S 10.5
I 4\ Temperatura (°C) Is
64°W 63°wW 62°w 671°W 60°wW 59°w

34

39°S

33.5

40°S

33

41°S

ean Data View / DIVA

42°S o
LA Salinidad Iéi Ly

64°W 63°w 62°w 671°W 60°W 59°w

Fig. 2. Distribucidn espacial de salinidad y temperatura. Campafia oceanografica El
Rincdén, 2010: a) Temperatura; b) salinidad.
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Fig. 3. Campana oceanografica El Rincon-Golfo San Jorge, 2012: temperatura y
salinidad.
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4.2. Clorofila-a y Feopigmentos

En ER-2010 las concentraciones de clorofila-a (clo-a) y feopigmentos
variaron desde 0,2 pug L* hasta 3,0 uyg L'y 0,2 pg L* hasta 1,7 ug LY,
respectivamente (Fig. 4a, b). La concentracion de ambos pigmentos
correlacionan significativamente (r = 0,82, n = 26, p< 0,001) presentando
en su distribucion, dos nucleos de maxima concentracion en la zona este de
la region estudiada. Esto podria ser principalmente por mayor presion de
pastoreo por parte del zooplancton. Segun Hoffmeyer et al. (2009), esta
zona, especialmente el Frente salino, es favorable para el crecimiento del

zooplancton.

Por otro lado en ER-GSJ] la concentracién de clo-a y feopigmentos
variaron desde 1,2 pyg L! hasta 4,1 uyg L' y 0,7 uyg L™ hasta 1,2 ug LY,
respectivamente (Fig. 5). En la distribucidon espacial general se observé un
incremento de concentracién de Clo-a desde el norte (38°S) hasta el sur
(46°S) y un patron inverso para la concentracion de feopigmentos,
principalmente en la est. 43. Esto sugiere mayor actividad de pastoreo en
ER o un desfasaje temporal entre la actividad fito- y zooplantdnica en la

escala de tiempo de los muestreos.
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oceanografica El Rincén, 2010.
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4.3. Composicion y concentracion de TDCHO

La concentracion de TDCHO en ER varié de 1,5 uM-C a 22,9 uM-C.
Las concentraciones maximas se presentaron principalmente en dos zonas;
1) zona noreste, influenciada por el estuario de Bahia Blanca y parte del Rio
Colorado y 2) zona suroeste, influenciada por el Rio Negro y aguas del Golfo
San Matias (Fig. 6a).

La concentracion de la fraccion libre (DFCHO) varié de 0,9 uM-C a 8,7
UM-C y sus maximos se observaron en la zona suroeste y en menor medida
en la salida del rio Colorado, mientras que la concentracion de la fraccidn
combinada (DCCHO) vari6 de 0,1 uM-C a 16,1 uM-C y sus maximos fueron

en la zona influenciada por el rio Negro y estuario de Bahia Blanca (Fig. 6b,

c).

El ndcleo de mayor concentraciéon de DFCHO ubicado en la zona sur
coincide con el nucleo de mayor salinidad del frente salino, sugiriendo que
ese ambiente de mayor salinidad podria favorecer las altas concentraciones
de DFCHO ya que generalmente los frentes tienen importantes implicancias
bioldgicas, observandose en su entorno, abundancia de individuos, desde el
fitoplancton hasta grandes mamiferos (Belkin et al., 2009). Esto resulta por
su capacidad de concentrar plancton, material particulado y disuelto,
induciendo el aumento en la productividad de las masas de agua, mas
acentuadas que el resto de la plataforma. (Acha et al., 2015). Por otro lado,
la pluma de menor intensidad de DFCHO ubicada en la salida del Rio
Colorado, estaria indicando una posible contribucion del continente. En el
caso de la pluma de mayor intensidad de DCCHO en la salida del Rio Negro
estaria indicando otro aporte continental pero particularmente de

carbohidratos poliméricos.
En ER-GSJ la concentraciéon de TDCHO vario de 1,5 uM-C a 45,6 pM-C

y la concentracion de las fracciones DFCHO y DCCHO variaron entre 0,3 uM-
Ca 30,3 uM-Cy 1,0 uM-C a 32 uM-C, respectivamente (Fig. 7).
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Se observé un maximo de concentracion para todas las fracciones de
los carbohidratos en la est. 44 ubicada en el interior del golfo de San Jorge
y posterior tendencia decreciente hasta la salida del Golfo (est.45). Este
patron estd asociado a la abundancia de dinoflagelados reportados por
Krock et al. (2015) en la misma campana oceanografica, sugiriendo que el
fitoplancton es la fuente y posible influencia de la distribucién de
carbohidratos en el Golfo. Ademas ese patron es asociado y/o relacionado
con la alta concentracién de sustancias mucilaginosas observadas durante la

campanfa “Coliolos II” en 2014.

Por otro lado, otro maximo de concentracién para el total y las dos
fracciones de carbohidratos fue observado en la est. 49, por la influencia del
rio Negro, sugiriendo que ese pico de maxima concentracién puede ser
aportado por el continente o también puede haber una posible aporte por
parte del fitoplancton, coincidiendo con un maximo de pigmentos
fotosintéticos (Fig. 5). Por ultimo, el pico de maxima concentracién de
TDCHO, DFCHO y minimo de DCCHO en la est. 51 es asociado al producto
de hidrélisis de DCCHO por radiacion UV o procesos descomposicion por
bacterias, dando como resultado mayores concentraciones de DFCHO vy
menores DCCHO (Hung et al., 2001; Khodse et a., 2010).

Para la zona de estudio no se han encontrado altos valores de
concentracion de carbohidratos de la fraccidon disuelta. Los valores
obtenidos en este trabajo, fueron similares a los informados por Pakulski y
Benner, (1994); Myklestad y Bgrsheim, (2007) y He et al. (2015) en
diferentes areas estuarinas y ocednicas, como el Océano Atlantico norte,

Artico, y el mar este de China.
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Fig. 6. Distribucién espacial de carbohidratos en la fraccion disuelta. Campafia

oceanografica El Rincén, 2010: a) carbohidratos totales (TDCHO); b) carbohidratos
libres (DFCHO); c) carbohidratos combinados (DCCHO).
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oceanografica El Rincdn-Golfo San Jorge, 2012: a) carbohidratos totales (TDCHO);
b) carbohidratos libres (DFCHO); c) carbohidratos combinados (DCCHO).

4.4. Composicion y concentracion de TDAA

La concentracién de TDAA en ER vari6 de 7,4 uM-C a 50,0 uM-C. Las
concentraciones maximas se evidenciaron en la zona costera y un nucleo de
menor concentracion en la zona oeste del drea de estudio. Esta misma
distribucién también fue observada para DCAA y su concentracion varié de
7,3 UM-C a 49,1 uM-C. La fraccién combinada representd el 98 % del total
de los aminoacidos (Anexo II). En el caso de la fraccion libre (DFAA), la
concentraciéon vario de 0,1 uM-C a 0,9 pM-C. Se evidencid una pluma de
maxima concentracién con tendencia decreciente de sur a norte y un nucleo

de menor magnitud en la zona oeste de la regién de estudio (Fig. 8a, b, c).

La distribucion de DFAA es similar a la de DFCCHO, con elevadas
concentraciones en la costa y un ndcleo de maxima concentracién que
coincide con el nucleo de maxima salinidad. Esto estaria indicando que el
frente salino también podria ser uno de los factores que controlaria la
distribuciéon de DFAA en ER.

En el caso de la fraccién DCAA parece estar influenciada en primera
medida por el aporte del continental, dado la pluma pronunciada en la
desembocadura del Rio Colorado. Por otro lado, la concentracién de DCAA

en la zona oeste se asocia a un aporte del fitoplancton ya que en esa misma
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zona se evidencid6 un pico de maxima concentracién de pigmentos

fotosintéticos (Fig. 4).

En ER-GSJ la concentracién de TDAA varidé de 1,9 uM-C a 15,0 uM-C y
la concentracion de las fracciones DFAA y DCAA variaron entre 0,1 pM-C a
0,3 uM-Cy 1,7 uM-C a 14,7 uM-C, respectivamente (Fig. 9).

La concentracion de la fraccidon combinada (DCAA) fue similar en toda
la transecta, sin embargo se observé un pico de maxima concentracién en
la est. 47 que se asocid con el maximo de abundancia de picoplancton
autotroéfico reportado por Krock et al. (2015) durante la misma campafa

oceanografica.

La distribucion de DFAA no presentd un patron de distribucidon
definido pero se destaca un maximo en el Frente de Peninsula Valdés (est.
48). Esta zona se caracteriza por presentar alta productividad con respecto
a las diferentes areas de la plataforma argentina (Acha et al., 2004; Alder y
Franzosi, 2004). Por lo tanto el maximo en de DFAA y el maximo de DCAA

pueden ser asociados directamente con el Frente de Peninsula Valdés.
Estos valores fueron comparables con diferentes sistemas estuarinos

y de plataforma (Chen et al., 2013; Pettine et al., 2001; Gors et al., 2007;
He et al., 2010).
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b) aminoacidos libres (DFAA); c) aminoacidos combinados (DCAA).
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Fig. 9. Distribucién espacial de la concentracidn de aminoacidos en la fraccidon
disuelta. Campafia oceanografica El Rincdn-Golfo San Jorge, 2012: aminoacidos
totales (TDAA), aminoacidos libres (DFAA), aminoacidos combinados (DCAA).

En la Fig. 10 se presenta la composicién de aminoacidos especificos
en TDAA y DFAA en ER. Se identificaron y cuantificaron 14 aminoacidos. Los
aminoacidos mayoritarios en el area de estudio fueron la his, glu y asp que
sumados, aportan 49% a TDAA y el 66% a los DFAA.

Por otro lado, en ER-GS] se identificaron y cuantificaron 9
aminoacidos en TDAA y 8 en DFAA. Los principales aminoacidos en la
transecta realizada fueron la his, val, asp con una contribucién de 66 % en
TDAA y 60 % en DFAA (Fig. 11).

La composicidén y cuantificacién de aminoacidos especificos en ER-GSJ
fue menor que en ER-2010. La posible causa de esto se asocia a la baja
productividad fitoplanctonica en esa época del afo (otofio) para ER-GS] y
alta actividad microbiana, como consecuencia de esto un mayor consumo
de aminoacidos biodisponibles. En esta misma transecta Krock et al. (2015)
reportaron un incremento latitudinal de abundancia de bacterias
heterdtrofas desde el golfo San Jorge hasta Mar del Plata que podria
explicar la baja cuantificacion de algunos aminoacidos como también el
enriquecimiento de los aminoacidos his, glu y asp que se debe posiblemente

a la baja capacidad de asimilacion por las bacterias (Ietswaart et al., 1994).

Dauwe y Middelburg, (1998) y Dauwe et al., (1999) propusieron que

los aminoacidos con mayor contribucion de porcentaje mol reflejan el
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estado diagenético de la materia organica en procesos de sedimentacion,
después Gors et al., (2007) propuso un indice de degradacion alternativo en
la fraccion disuelta donde sus mayores contribuyentes porcentuales molares
fueron asp, glu, ser, gly y ala. En consecuencia, en ER-2010 los
aminoacidos his, asp, glu; y en ER-GS] la his, val y asp sustentarian un alto

grado de alteracion en la DOM.
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his glu asp thr ala gly leu wval phe ile arg tyr met ser

Fig. 10. Promedio del porcentaje molar de los aminoacidos cuantificados en TDAA y
DFAA para todas las estaciones, barras (desvio estandar) en la campafia
oceanografica El Rincén, 2010.
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Fig. 11. Promedio del porcentaje molar de los aminoacidos cuantificados en TDAA y
DFAA para todas las estaciones, barras (desvio estandar) en la campafia
oceanografica El Rincon-Golfo San Jorge, 2012.

4.5. Indice de degradacién

El Indice de degradacion (ID) en ER varié desde -0,6 hasta 1,2. Los
valores positivos se observaron en la salida del estuario de Bahia Blanca en
un rango de 0,1 a 1,2, mientras que los valores negativos (-0,2 a -0,5) se

observaron en la zona sur y costa (Fig. 12).

En ER-GSJ] los valores de ID variaron desde -0,4 hasta 0,2. La
transecta fue dividida en dos zonas segun sus valores de ID. Los valores
positivos (0,0 a 0,2) se observaron en la zona sur, desde la est. 48 (42,0
°S) hasta las est. 43 (45,9 °S) cubriendo la plataforma, sin la est. 44, que
presentd valor negativo (-0,2), pero se encuentra dentro del Golfo San
Jorge. Por otro lado los valores negativos (-0,3 a -0,2) cubren la zona
denominada ER (entre 41,1 °S y 38,0 °S) (Fig. 13).

Este indice ha sido aplicado para estimar la biodisponibilidad o el
estado de degradacién de los aminoacidos en la materia orgdnica disuelta
(Amon et al.,, 2001; Yamashita y Tanoue, 2003a), indicando de forma
general que los valores positivos corresponden a aminoacidos frescos vy
posiblemente materia organica reciente, mientras que los valores negativos
a aminoacidos y/o materia organica bioldgica o fisicamente alterada.
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Estos datos estarian sugiriendo principalmente que en ER, la zona
influenciada por estuario de Bahia Blanca habria materia organica reciente,
mientras que en las zonas costeras influenciadas por los rios y la zona sur,
prevalece materia organica “vieja” o transformada, por efectos fisicos como
la radiacién UV o microbianos. Si bien segun el ID se evidenci®é materia
organica fresca en la zona de ER, en la mayoria de las estaciones prevalece
la materia organica alterada (ID negativos), sugiriendo que ER actia como
una regidon regenerativa. Estas observaciones son consistentes con lo
postulado por Carreto et al. (1981) y Carreto, (1995), (2001) dentro de
esta regién existen sectores donde la produccién de fito- zooplancton y
biomasa bacteriana dependen predominantemente de la regeneracién de
nutrientes. Lo antes mencionado, coincide con el ID de ER-GSJ, ya que
precisamente en la estaciones que abarcan el drea de ER (entre 41,1 °S y
38,0 °S) de esa transecta presentaron valores negativos. Cabe acotar que
los conceptos de sistema regenerativo y acumulacién de material refractario
podrian parecer en primera instancia contradictorios. Sin embargo existe
evidencia que la actividad microbiana puede producir significativas
cantidades de material orgdnico con caracteristicas refractarias (Ogawa et
al., 2001) constituyendo este aspecto una de las principales lineas de

investigacion que se derivan de este trabajo.

Por otro lado, se realizd una matriz de correlacion entre el ID y el
mol% de los aminoacidos especificos de TDAA con el propdsito de estimar
cudl de ellos presentaban caracteristicas de baja biodisponibilidad (Tabla
I). Se hallé una relacién inversa entre ID y % mol de asp, glu, thr, arg y
val, indicando que estos aminoacidos presentarian una menor
biodisponibilidad a bacterias por formar parte de las sustancias humicas y/o
estar presentes en forma estabilizada de péptidos/proteinas (Keil vy
Kirchman, 1993). Estos aminoacidos fueron los que mas contribuyeron al
total, tanto en ER como ER-GSJ.

En el caso de la his se observd correlacion directa con ID, lo que

indicaria una relativa biodisponibilidad en el pool de TDAA en ER.
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Fig. 12. Distribucién espacial del Indice de degradacién en fraccién disuelta.
Campafia oceanografia ER-2010.
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Fig. 13. Distribucién espacial del indice de degradacion en la fraccidn disuelta.
Campafia oceanografica El Rincon-Golfo San Jorge, 2012.
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Tabla I. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los % mol de aminoacidos
especificos de TDAA en las dos companas oceanograficas y sus respectivos ID.

Indice de degradacion
ER, 2010 ER-GSJ, 2012

Y% mol g n =10
asp -0,71 -
glu -0,49 -
ser - -
his 0,64 -
gly 0,67 -
thr -0,79 -
arg -0,41 -
ala - 0,86
tyr 0,45 -
met 0,55 -
val - -0,65
phe - -
ile 0,50 0,77
leu - 0,81

Los numeros representan correlaciones significativas (p<0,05), (-) correlacion no
significativa, asp: acido aspartico, glu: acido glutamico, ser: serina, his: histidina,
gly: glicina, thr: treonina, arg: arginina, ala: alanina, tyr: tirosina, val: valina, phe:
fenilalanina, ile: isoleucina, leu: leucina.

4.6. Composicion quimica de la DOM

A continuacion se presentaran los porcentajes de los componentes de

la fraccion quimicamente caracterizada expresada en carbono del DOC total.

En ER-2010 la concentracion de DOC vari6 de 67,8 uM-C a 130,0 pM-
C con un promedio de 85,5 uM-C + 13, 6 yM-C (Anexo 1). En términos
generales, los DCAA fueron el grupo dominante contribuyendo al DOC en un
25 %, seguido los DCCHO con 6%. Los DFCHO y DFAA fueron los
componentes que contribuyeron en menor medida al DOC, representaron el

5% y 1%, respectivamente (Fig. 14a)

En ER-GSJ la concentracién de DOC varié de 63,1 pM-C a 84,0 pM-C
con un promedio de 73,1 uM-C £ 7,5 uM-C (Anexo 1). Los DCCHO (17%)
fueron la fraccion mas abundante en la mayoria de las muestras, seguido
por DFCHO (15%), DCAA (6%) y DFAA (1%) (Fig. 14b).
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Los componentes quimicamente caracterizados en ER-2010 y ER-GS]J
representaron el ~37 de DOM. Esto estd en acuerdo con Simon et al.
(1998), segun quienes la fraccion quimicamente caracterizada en
aminoacidos y carbohidratos puede llegar a arpoximadamente 36% de DOM

en ambientes marinos, riverinos y lacustres.

Dentro del DOC-identificado, se observd una variabilidad entre las
dos campafas, en ER-2010 predominaron DCAA y en ER-GSJ los DCCHO
(Fig. 14a, b). Esta diferencia se asocia a la época del aino. Romero et al.
(2006) reportaron patrones marcados de clorofila-a en la Plataforma
Argentina donde establecen que en primavera (campafia ER-2010) se da el
maximo florecimiento fitoplanctoénico, -principal fuente de DOM- y en otofo
(campafia ER-GSJ]) hay decaimiento del mismo y posible agotamiento de
nutrientes, disminuyendo el sustrato para las bacterias. Por lo tanto en
zonas relativamente oligotroficas, las bacterias para su crecimiento
consumen preferencialmente aminoacidos como fuente de nitrégeno (Vallino
et al., 1996). Ese motivo hace que, posiblemente en ER-GSJ, las bacterias
hayan consumido esas moléculas, por lo que es razonable pensar que los
aminoacidos contribuyan en menor medida que los carbohidratos a la

composicidon quimica de DOC en esa region.

En aguas ocednicas o de plataforma, los procesos bioldgicos,
particularmente la dindmica del fitoplancton se encuentra entre los
principales factores que podrian controlar la distribucién de TDCHO y TDAA
como fuente de los mismos. Sin embargo, estos componentes quimicos no
correlacionaron significativamente con clorofila-a que es nuestro parametro
de estimacion de abundancia fitoplancténica. Este mismo comportamiento
fue reportado por Gors et al. (2007) en el mar Baltico, Zhang et al. (2009)
y Gui-Peng, (2010) en la bahia de Jiaozhou, sugiriendo que esto puede ser
debido a que la distribuciédn de los carbohidratos y aminoacidos esta
controlada por varios factores, como la composicion y condiciones

fisioldgicas del fitoplancton, asi como la abundancia bacteriana.
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La fraccidn no caracterizada del DOC, tanto en ER-2010 como ER-GJS
representaron el ~63% del mismo, que podria ser atribuido principalmente
a sustancias humicas (Liebezeit y Dawson, 1892) y compuestos de bajo
peso molecular como Aacidos grasos, fenoles y vitaminas (Zhang et al.,,
2009). Se sugiere que probablemente exista una acumulacién de carbono
con caracteristicas refractarias ya que existe una correlacion
significativamente directa entre DOC y la fraccion no identificada -
“sustancias humicas”- (r=0,70, n=31, P<0,001) (Fig. 15). Tanto la
dindmica de esa acumulacién, como la de su disminucidon no es conocida

para esta region.

El Rincon 2010

B DFAA

BDCAA

B DFCHO

ODCCHO

O0DOC-no identificado

El Rincdn - Golfo San Jorge e 6%

2012
14%

EDFAA

EDCAA

@ DFCHO

oDCCHO

@ DOC-no odentificado

17%

Fig. 14. Composicién quimica de carbono organico disuelto (% carbohidratos, %
aminoacidos en términos de carbono) en la zona de (a) El Rincén, 2010 (ER-2010)
y (b) El Rincon-Golfo San Jorge, 2012 (ER-GSJ).
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Fig. 15. Correlacion entre DOC y Fraccidon no identificada en El Rincén, 2010 (ER-
2010) y El Rincén-Golfo San Jorge, 2012 (ER-GSJ).

4.7. Asociacion entre las estaciones de muestreo en funcion de las
propiedades quimicas y fisicas de la zona

Con el propdsito de caracterizar la zona en funcién de las propiedades
quimicas y fisicas de ER-2010 y ER-GSJ y determinar grupos internamente
homogéneos entre si, se aplicd andlisis de agrupamiento (cluster) y

ordenamiento (MDS).

Las variables utilizadas en el analisis estadistico, fueron la
concentracidon de los componentes quimicos de DOM (DFAA, DCAA, TDAA,
DFCHO, DCCHO y TDCHO), pigmentos (Clorofila-a y feopigmentos) y las
propiedades fisicas de la zona (temperatura, salinidad, densidad, distancia a
la costa y profundidad). Los resultados obtenidos a partir de los analisis de

agrupamiento y de ordenamiento se presentan a continuacion.

En ER-2010 el analisis de agrupamiento determind, con un 80 % de
similitud, 4 grupos principales de estaciones: el grupo Costa (gC), grupo
Transicion (gT), grupo Frente Salino (gFS), grupo Plataforma Media (gPM).
El gC estuvo constituido por 5 estaciones, gT por 4 y gFS por 11 y gPM por
6 puntos de muestreo (Fig. 16). El andlisis de ordenamiento fue una buena

representaciéon de los grupos formados (estrés de 0,1) (Fig. 17). Este
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analisis estadistico generd una zonificacién en la region de estudio (Fig.
18).
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Fig. 16. Analisis de agrupamiento basado en la composicidon quimica de
DOM vy variables fisicas en El Rincén.
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Fig. 17. Ordenamiento por escalamiento multidimensional basado en la
composicion quimica de DOM vy variables fisicas en El Rincon.
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Fig. 18. Zonificacion de El Rincon a partir de las asociaciones de estaciones
obtenidas en el andlisis de agrupamiento. Linea solida azul: gC, linea interrumpida:
gT, linea solida rojo: gFS, linea puntos: gPM.
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Dentro del gC, las estaciones que lo constituyen se agruparon con un
promedio de similitud de 81%, en el gT la similitud promedio fue de 91%,
en gFS la similitud fue de 82 y en el gPM fue 90% (Fig. 16). Estos
porcentajes son buenos indicadores de homogeneidad en cada grupo ya que

representaron mas del 80% de la similitud.

La salinidad y TDAA contribuyeron el 52% de similitud y TDCHO el
5,67 de similitud en gC. Este grupo se asocia principalmente a la posible

contribucion continental de TDAA y en menor medida de TDCHO.

Las estaciones dentro de los grupos gT y gFS se asociaron
principalmente por presentar, altas salinidades, profundidades promedio de
50 m, estaciones relativamente alejadas de la costa y altas concentraciones
de TDAA. Estas variables fisicas y quimicas contribuyeron mayormente a la
similitud con > 67%. Estas caracteristicas se relacionaron directamente con

el frente salino.
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En gPM las variables fisicas contribuyeron al 90% de similitud y los
componentes quimicos no presentaron contribucién a ese porcentaje (Tabla
II).

Estos grupos fueron significativamente diferenciados (p = 0,001) con
un estadistico R global de 0,85 (Tabla III).

Tabla II. Analisis del porcentaje de similitud (SIMPER) en El Rincdén. Composicion
guimica de DOM vy variables fisicas explican mas del 90% de similitud en cada
grupo formado a partir del analisis de agrupamientos.

Grupo de Variables de . ., Similitud
: o Contribucion %
estaciones similitud acumulada %
Salinidad 20 20
TDAA 16 36
DCAA 16 52
e Densidad 15 67
Profundidad 9 76
Temperatura 7 83
TDCHO 6 89
Distancia costa 4 93
Distancia costa 25 25
Salinidad 21 46
Densidad 16 62
aT Profundidad 12 74
Temperatura 7 81
TDAA 7 88
DCAA 7 95
Distancia costa 33 33
Profundidad 16 49
gFS Salinidad 15 64
Densidad 11 75
TDAA 8 83
DCAA 7 90
Distancia costa 52 52
Profundidad 16 68
gPM Salinidad 10 78
Densidad 8 86
Temperatura 4 90
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Tabla III. Analisis de similitudes (ANOSIM) de los diferentes grupos formados en

El Rincén.

Grupo Grupo Estadistico (R) Nivel de significancia (p)
Plataforma media Frente salino 0,69 0,001
Plataforma media Transicion 0,99 0,005
Plataforma media Costa 0,99 0,002

Frente salino Transicion 0,72 0,001
Frente salino Costa 0,89 0,001
Transicion Costa 0,95 0,008

En ER-GSJ el analisis de agrupamiento determind, con un 75 % de
similitud, 2 grupos principales de estaciones: el grupo Norte (gN) y el
grupo Sur (gS) cada uno constituido por 5 estaciones (Fig. 19). El analisis
de ordenamiento fue una buena representacion de los grupos formados
(estrés de 0,03) (Fig. 20). Este analisis estadistico generd una zonificacién
en la regién de estudio (Fig. 21). Estos grupos fueron significativamente
diferenciados (p = 0,005) con un estadistico R global de 0,6.
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Fig. 19. Analisis de agrupamiento basado en la composicion quimica de DOM y
variables fisicas en El Rincédn-Golfo San Jorge.
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Fig. 20. Ordenamiento por escalamiento multidimensional basado en Ia
composicion quimica de DOM vy variables fisicas en El Rincon-Golfo San Jorge.
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Fig. 21. Zonificacion de El Rincdn-Golfo San Jorge a partir de las asociaciones de
estaciones obtenidas en el andlisis de agrupamiento. Linea sélida: gN y linea
interrumpida: gS.
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Las estaciones dentro del gN se asociaron principalmente por ser

menos profundas, por presentar mayor temperatura y salinidad y alto
contenido de TDCHO y TDAA, comparado con gS (Tabla IV). Ademas en

gS, dentro del grupo de datos, los TDAA no presentaron contribucién

porcentual dentro del 90% de similitud.

Este analisis con este grupo de datos nos lleva a suponer que habria

uno o varios factores fisicos (EJ: descarga de rios, frente salino, fenédmenos

de resuspensién) que podrian influenciar en la concentracién de TDAA en el

gN.

Tabla IV. Andlisis del porcentaje de similitud (SIMPER) en El Rincén-Golfo San
Jorge. Composicién quimica de DOM vy variables fisicas explican mas del 90% de
similitud en cada grupo formado a partir del analisis de agrupamientos.

Grupo de Variables de . ., Similitud
: L Contribucion %
estaciones similitud acumulada %
Salinidad 31 31
Profundidad 27 58
gN Temperatura 15 73
TDCHO 10 83
DFCHO 5 88
TDAA 3 91
Profundidad 51 51
Salinidad 22 73
gs Temperatura 10 83
TDCHO 6 89
DCCHO 3 92
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5. Conclusiones

Las distribuciones horizontales de los compuestos disueltos investigados en
las zonas de El Rincon y ElI Rincon-Golfo San Jorge presentaron las
siguientes tendencias.

El ingreso de los rios Colorado y Negro a El Rincdn contribuyeron a la
distribucién de las concentraciones de TDCHO y TDAA, lo que se evidencia
en una tendencia creciente desde el interior de la plataforma hacia la costa.
Por otro lado, la clorofila no presentd un patrén definido, lo que estaria
indicando que el fitoplancton no fue el principal factor que controla la
distribucién de los TDCHO y TDAA.

La contribucién de TDCHO y TDAA al carbono organico disuelto fue del
~37% tanto para los muestreos en El Rincon-2010 como El Rincdn-Gofo
San Jorge 2012. Sin embargo el porcentaje de contribucion de las
fracciones de estos componentes quimicos variaron porcentualmente
(diferencia 19% de DCAA) entre las dos campafias oceanograficas,
asociados a una posible mayor actividad bacteriana a comienzos del otofio
temprano y un mayor consumo de DCAA. La fraccidn no caracterizada,
atribuidas a sustancias humicas, representé el ~63% del carbono organico
disuelto, este porcentaje se asocia a sustancias humicas, estimando una
acumulacidon de carbono con caracteristicas refractarias en la zona de El
Rincén, que actuaria como un sumidero funcional de carbono en forma
disuelta.

El indice de degradacion indica que en la zona influenciada por el estuario
de Bahia Blanca predomind la materia organica recientemente producida,
sin embargo en la mayoria de las estaciones predomina la materia organica
envejecida o transformada. Esta tendencia, es apoyada por lo observado en
la campafia El Rincon-Golfo San Jorge, en la cual valores de ID en el area
de El Rincén fueron de materia organica transformada. Esto fortalece la
vision de que esa zona podria actuar de manera regenerativa, con un
intenso reciclado de materia organica que deja como “residuo” una fraccion
refractaria.

La relacion inversa entre el indice de degradacion y la contribucién molar
relativa de los aminoacidos acido glutamico, acido aspartico y valina podria

indicar que estos aminoacidos se hallan presentes en compuestos de baja
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biodisponibilidad. En el caso de la histidina, su contribucién molar relativa
presentd una relacién directa con el indice de degradacién, indicando mayor
biodisponibilidad, producto de una posible fuente autéctona.

Las distribuciones de los componentes quimicos parecen también estar
moduladas por algunas caracteristicas abidticas de la zona, entre esos el
aporte continental reflejado en el pardmetro de salinidad, la profundidad y
la distancia a la costa, especialmente los TDAA en El Rincén y los TDCHO en
El Rincon-Golfo San Jorge. Una profundizacién en estos aspectos requerirad
de logistica y esquemas de muestreo que permitan tener en cuenta

patrones de circulacién locales y regionales y sus variaciones estacionales.
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Capitulo 4

Distribucion de la materia organica disuelta y su
relacion con la estructura de la comunidad bacteriana

en El Rincon.

1. Resumen

En este estudio se analizd la concentracidon de los aminoacidos vy
carbohidratos disueltos incluyendo sus fracciones monoméricas vy
poliméricas (DOC-Identificado) y las propiedades fluorescentes de la DOM
(FDOM) en relacion a la abundancia del fitoplancton y los principales grupos
de bacterias en la zona de El Rincén. De acuerdo a la distribucion de FDOM
y de los nutrientes inorganicos, se definieron tres grupos: Costa, Transicion
y Plataforma Media. Los fluoréforos que caracterizaron la DOM presentaron
tendencia decreciente de costa a plataforma media, con predomino en
término general de FDOM con caracteristicas himicas. El DOC identificado
representd un cuarto del total de DOM, siendo los aminodcidos combinados
la fraccion dominante con 12% del DOC total. Los aminoacidos histidina,
alanina, acido aspartico, acidos glutamico y treonina representaron el 66%
mol en aminoacidos totales disueltos (TDAA), pero solo el 18% mol de
TDAA representados en los aminoacidos alanina, leucina y serina
correlacionaron significativamente con la clorofila-a (clo-a). Los
polisacaridos correlacionaron con la abundancia del microfitoplancton en las
zonas de transicidn y plataforma media; en la zona costera los polisacaridos
correlacionaron negativamente con la salinidad. Las alfaproteobacterias y

las citofagas/flavobacterias fueron los dos grupos mas abundantes de la
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comunidad bacteriana y correlacionaron inversamente con el pico B de la
FDOM, mientras que el grupo betaproteobacterias fue el menos abundante y
correlaciond negativamente con los polisacaridos aportados por el
continente y el %mol de gly de TDAA. El Grupo gammaproteobacterias
correlaciond positivamente con el indice de degradaciéon, indicando una
posible afinidad de este grupo por los aminoacidos con bajo grado de
alteracion biogeoquimica (aminoacidos frescos).

La relacion entre la composicion quimica y fluorescente de DOM, con la
comunidad plancténica y aportes aléctonos, permite establecer: 1. Afinidad
de las betaproteobacterias por la DOM aléctona con caracteristicas
refractarias, 2. Aporte de DOM al sistema por parte del fitoplancton y
posterior consumo de DOM con propiedades proteinicas autoctonas por
parte de las alfaproteobacterias y citéfagas/flavocaterias. Conforme a lo
expresado anteriormente se construye un primer camino de origen,
transformacién y remineralizacidon de la meteria organica disuelta en el area

de El Rincon.
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2. Hipétesis y objetivos.

El objetivo general de este capitulo es evaluar la distribucidn espacial de la
materia orgdnica fluorescente disuelta (FDOM: Fluorescent Disolved Organic
Matter) y compuestos organicos disueltos en la zona de El Rincén y su
relacion con la estructura de la comunidad bacteriana. En el marco de los

antecedentes desarrollados se pretende testear la siguiente hipétesis:

La distribuciéon de los compuestos disueltos organicos y procesos
biogeoquimicos del carbono y nitrdgeno en el area de estudio son
potencialmente influenciados y regulados por las principales entradas
fluviales y contribucion autdctona. Por lo tanto la composicion de DOM se
debe ver asociada con las comunidades planctonicas, entre esas las
bacterias y el fitoplancton. A su vez, dicha relacion se encuentra modulada
por las condiciones ambientales, ya que distintos grupos bacterianos se

encuentran involucrados en diferentes procesos metabdlicos de la DOM.

Se propusieron los siguientes objetivos especificos.

(i) Examinar la composicion y distribucién de la FDOM.

(ii) Evaluar quimicamente la meteria organica disuelta a través de la
cuantificacion de carbohidratos y aminoacidos y su posible calidad

nutricional como sustrato para las bacterias.

(iii) Correlacionar los cambios de la composicidn quimica vy
fluorescente de la DOM, con cambios en la abundancia de los
principales grupos de bacterias (Alfaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y
Citofaga/Flavobacteria (Bacteroidetes)) en el area costera de El

Rincon.
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3. Area de estudio y muestreo

Durante una campafa realizada en Marzo del 2013 en el Motovelero
“Dr. Bernardo Houssay” se tomaron muestras en 12 estaciones ubicadas en
el area bonaerense/norpatagénica (entre 39.0 °S y 41.0 °S y entre 60.5°0
y 63.1 °0) (Fig. 1).

Bahia Blanca

39°S §

40°S

41°S

Ocean Data View

64°wW 63°'W 62°W 61°W 60°w

Fig. 1. Area de estudio y estaciones de muestreo, El Rincén 2013.

63



Capitulo 4 - Distribucidn de la materia organica disuelta y su relacién con la estructura de la
comunidad bacteriana en El Rincon.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Temperatura y salinidad

El rango de temperatura en El Rincon varié desde un minimo de 16,3
°C en la est. 18 a un maximo de 18,9 °C en la est. 2. La salinidad se
registré entre 31,9 (est. 2) y un 34,4 (est. 9). El maximo de temperatura y
minimo de salinidad se presentd en la est. 2, ubicada en la desembocadura
del Rio Colorado (Fig. 2). En las estaciones cercanas a la desembocadura
del Rio Negro (est. 6, 7, 8, 9) se obtuvieron mayores salinidades y las
ubicadas en la plataforma media (est, 14, 18) presentaron las menores
temperaturas. Las marcadas variaciones y la distribucidén superficial estarian
asociadas a las caracteristicas oceanograficas e hidroldgicas de la zona. El
sector norte tiene profundidades que oscilan entre 10 m y 22 m en la costa,
mientras que el sector sur tiene profundidades entre 10 a 83 m. El maximo
de temperatura y el minimo de salinidad en la zona norte (est. 2) estarian
relacionados con la baja profundidad (10 m) y la descarga fluvial del Rio
Colorado, aunqgue la senal de su intrusién es débil debido principalmente a
su bajo caudal (Barrera, 2015). Por otro lado en las estaciones cercanas a
la desembocadura del Rio Negro (est. 6, 7, 8, 9) se observaron salinidades
altas y temperaturas medias asociadas con la influencia de aguas del Golfo
de San Matias. Las caracteristicas batimétricas hacen que al norte la
temperatura de la columna de agua sea mayor que al sur, debido a la poca
profundidad y producto de calor transferido desde la atmodsfera en esta
época del afio (Guerrero, 1998; Guerrero y Piola, 1997). En el caso de la
salinidad, en la zona sur, hay mayor influencia del Golfo San Matias que del
Rio Negro. Esto se asocia a que en las aguas del Golfo de San Matias
predomina la evaporacidon sobre la precipitacion generandose aguas mas
salinas, y por adveccion la masa de agua del golfo genera una
continuidad/conectividad con aguas de la costa y plataforma, como
consecuencia provoca un solapamiento de la sefal de salinidad del Rio
Negro (Lucas et al., 2005). Las salinidades y temperaturas de las estaciones
ubicadas en la zona mas externa (est. 14 y 18) del area de estudio
coinciden con valores de plataforma media (Lucas et al., 2005; Barrera,
2015).
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Fig. 2. Distribucién espacial de la temperatura y la salinidad en El Rincon.
Est. 2: maxima temperatura y minima salinidad; est. 6, 7, 8 y 9: maximas
salinidades; est. 14 y 18: minimas temperaturas.

4.2. Caracterizacion de la FDOM y nutrientes inorganicos

4.2.1. FDOM

Se identificaron 5 bandas principales segun las caracteristicas
fluorescentes de la DOM en todas las estaciones. La FDOM con
caracteristicas humicas: Pico A (Ex/Em: 250+5nm/420-430nm), Pico C
(ExX/Em: 310£5nm/430-435nm) y Pico M (Ex/Em: 310+5nm/380-385nm);
FDOM de origen proteinico: Pico B (Ex/Em: 260+5nm/300-305nm), Pico T
(Ex/Em: 270£5nm/330-345nm) (Tabla I).

65



Capitulo 4 - Distribucidn de la materia organica disuelta y su relacién con la estructura de la
comunidad bacteriana en El Rincon.

Tabla I. Identificacion de sefiales, compuestos asociados, concentraciones
promedio de todas las estaciones y contribuciones porcentuales al total de FDOM
(se define como la suma de la sefial fluorescente de cada fluordforo).

Grado de o % total de
. g ., Yo de .
. insaturacion y Concentracion sustancias
Pico Clase cada s
clase (UsQ) . humica y
. pico ;.
Proteinica proteinicas
C I 1,0+£0,5 13 _
A Humicos 17 2.0+0,8 26 (A+5Cgi,}\:) =
M II1 1,6+0,8 19
B Proteinico i 1,7£0,7 23 (B+T) =
T ii 1,7£1,2 19 42%
Grado de insaturacion: I-altamente insaturado, II-medianamente insaturado, III-
baja insaturacion. Proteinico: i: transformado por factores bioldgicos o

fisicoquimicos, ii: frescos.

Entre los fluoréforos detectados se observd la siguiente secuencia
seguln su contribucién porcentual a la fluorescencia total, A (26£5%) ~ B
(23£5%) >M (19+£3%) ~ T (19£8%) >C (13%+4%) donde el pico A,
caracteristico de sustancias himicas medianamente insaturadas, fue el
fluoréforo dominante seguido de una contribucion importante del pico B
caracteristico de sustancias de origen proteinico que han sufrido
transformacién bioldgica o fisicoquimica. El fluoréforo C es el de menor
aporte a la fluorescencia total. En promedio, la contribucién de las
sustancias humicas (A+C+M) predominan (58%) comparado con los
proteinicos (42%) (Tabla I).

Considerando la composiciéon porcentual, de cada estacién y para la
época del afio muestreada, predominarian estructuras moleculares con
caracteristicas humicas en las est. 1, 2 18, 14 y 27 (Fig. 3) mientras que las
est. 3, 4, 20, 7, 8, y 9 estan particularmente enriquecidas en compuestos

labiles, de origen proteinico.
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Fig. 3. Distribucion y contribucion porcentual espacial de cada fluoréforo de FDOM;
compuestos himicos: picos A, C y M; compuestos labiles: Picos By T en El Rincén.

Las intensidades en USQ (Fig. 4) fueron mayores en la est. 1 con
valores en un rango de 2,0-4,1 USQ y menores en la est. 14 con valores
entre 0,4 USQ hasta 1,0 USQ, observandose un patrén de distribucidn
general decreciente de costa a plataforma media. Considerando la
distribucién que se observa en la Fig. 4, la contribucion de compuestos
hamicos a la zona presentaria este orden: estuario de Bahia Blanca> Rio

Negro > Rio Colorado.
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Fig. 4. Distribucion y contribucion porcentual espacial de cada fluoréforo de FDOM;
compuestos humicos: picos A, M y C; compuestos labiles: Picos By T en El Rincon.

En el caso de los compuestos proteinicos, se presentaron mayores
intensidades del pico B en las estaciones 3 (Rio Colorado) y 9 (Golfo San
Matias). El pico T presentdé mayor intensidad de fluorescencia en la est. 7
(Rio Negro) con 3,8 USQ y 1 (estuario de Bahia Blanca); ambos fluoréforos

aparecen con valores minimos en la est. 14 (0,8 USQ y 0,2 USQ) (Fig. 4).

En términos generales los compuestos himicos contribuyeron a la
fluorescencia total en mayor medida que los compuestos proteinicos,

sugiriendo un posible sumidero de carbono con caracteristicas refractarias.

Se evidencid mayor contribucién de compuestos humicos organicos

en la zona costera influenciada por el estuario de Bahia Blanca, mientras
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gue el aporte de compuestos proteinicos se observo en mayor medida en la
zona costera influenciada por los rios de la regidn. En la zona noreste el
grado de degradacion del material labil es mayor posiblemente por una alta
actividad bacteriana y en que la zona sur estd influenciada por las aguas de
golfo San Matias con caracteristicas productivas autdctonas aportando

compuestos proteinicos.

4.2.2. Indices de fluorescencia

Los resultados obtenidos de los diferentes indices de fluorescencia en
la fraccion disuelta de las diferentes muestras estudiadas se presentan en la
Fig. 5.

El indice FIX fue introducido por McKnight et al. (2001) con el
propdsito de discriminar las fuentes de DOM. Se acepta en general que
valores de FIX alrededor de 1,3 se asocian a fuentes aldctonas
(continentales); y que se obtienen valores de alrededor de 1,9 asociados a
fuentes autéctonas producto de la actividad bioldgica; bacterias, fito- y
zooplancton. El indice de fluorescencia (FIX) en la zona de estudio presenté
un minimo de 1,8 en la est. 1 y un maximo de 2,3 en la est. 14. Tomando
para la zona en estudio estos valores orientativos, el FIX obtenido en la
zona de El Rincén estaria asociado a DOM autdctona producto de actividad
bacteriana, sin embargo en las estaciones 1, 2 y 3 las fuentes de DOM seria

una mezcla continental y bacteriano autéctono.

El rango de indice de actividad bioldgica (BIX) empleado por Huguet
et al. (2009) para estimar la actividad bioldgica, varié desde un minimo de
1,2 en la est. 2 a un maximo de 1,9 en la est. 8 ubicada en la

desembocadura del Rio Negro.

El indice de humificacion HIX fue introducido por Zsolnay et al.
(1999) para estimar el grado de maduracién de DOM, presentando el
minimo valor (0,7) en la est. 7 y los maximos (1,5 y 1,6) se observaron en
las estaciones ubicadas en la salida del estuario de Bahia Blanca, al

noroeste de la zona de estudio (est. 1y 2).
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Los autores de estos indices asociaron valores de BIX > 1 a DOM
producto de alta actividad bioldgica y HIX < 4 como expresion de sustancias
hamicas de bajo grado de humificacion. Los indices calculados para la zona
en estudio, HIX y BIX presentaron valores en el rango de 0,67-1,59vy 1,17-
1,87 respectivamente. Esto resultados indican que en la zona de El Rincén,
las sustancias humicas disueltas tienen mediano grado de maduracién o
humificacion y un predominio de alta actividad bioldgica posiblemente
producto de la dindmica microbiana caracteristica de un area regenerativa
(Carreto et al., 1995).

Es importante destacar que si bien los valores de HIX y BIX en
términos generales describen las caracteristicas de DOM antes mencionada
con respecto a las referencias bibliogréaficas, los datos obtenidos presentan
ademas patrones importantes que describen la zona segln sus
caracteristicas hidroldgicas. Por ejemplo, en la zona noroeste los minimos
de BIX y FIX se relacionan con el maximo de HIX, indicando un relativo
predominio de DOM aléctono (contribucidn del Rio Colorado), sustancias
himicas relativamente humificadas y relativa baja actividad bioldgica, lo
contrario ocurre en la zona suroeste maximo FIX y minimo HIX
(contribucion autéctona por posible aporte de aguas del Golfo San Matias).
Estos indices condicen con la descripcion de las intensidades de

fluorescencia de las sustancias humicas y proteinicas.
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Fig. 5. Distribucién espacial de los indices de fluorescencia (FIX), actividad
bioldgica (BIX) y humificacion (HIX) en El Rincén.

4.2.3. Nutrientes Inorganicos

En términos generales los nutrientes nitrato, silicato y fosfato
presentaron una distribucion espacial con tendencia decreciente desde la

costa hacia plataforma media.

La minima concentracion de nitrato (0,1 uM) vy silicato (2,8 uM) se
observaron en la est. 18, y para el fosfato la minima concentracion (0,7 pM)
se observd en la est. 14. Ambas estaciones son las mas alejadas de la
costa. Por otro lado las maximas concentraciones de nitrato (1,6 uM),
silicato (31,3 uM) vy fosfato (1,5 pM) se observaron en las ests. 7, 2, 20,
respectivamente (Fig. 6) (Fig. 7).

Si bien se esperaba una distribucidn asociada a la posible
contribucion de nutrientes por parte de rios adyacentes, sin embargo no se
evidencio un patron lineal inverso entre los nutrientes mencionados con la

salinidad (principal parametro indicador de contribucién continental).

La concentracion de amonio no presentdé un claro patrén de
distribucidn. Presenta un aumento de concentracién hacia las estaciones

mas alejadas a la costa (ests. 14 y 18). Los maximos de concentracion
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estuvieron en las estaciones 27 (1,16 pM) y 18 (1,39 pM), ubicadas en la
zona nor-este vy plataforma media, respectivamente. La minima
concentracion de amonio (0,1 uM) se observdo en la est. 8, en la

desembocadura del Rio Negro (Fig. 6).

Una de las posibles causas podria ser la excrecion de amonio por
parte del zooplancton. Hoffmeyer et al. (2009) estudiaron la variacion
espacial del ictionplanton en la zona, encontrando una fuerte relacién entre
la abundancia de ictioplancton con el frente salino. La mayor abundancia de
ictioplancton estd asociada con la mayor abundancia de zooplancton que
coincide con la ubicacidn de las estaciones de maxima concentracion de

amonio en este estudio.

Otro patrén importante en la diferenciacion espacial se presenta en la
zona costera noroeste (est. 1, 2, 3, 4), con un decrecimiento de
concentracidn de nutrientes en orden latitudinal, presentando mayor
concentracion de estos en la entrada del estuario de Bahia Blanca (est. 1) y
menor en la est. 4, ubicada en la zona externa de Bahia San Blas. El
estuario de Bahia Blanca se caracteriza por presentar altas concentraciones
de nutrientes y ser un sistema altamente productivo, se espera que los
nutrientes del estuario de Bahia Blanca sean exportados a la zona de El
Rincén, este transporte se puede dar por los vientos y mareas
caracteristicos de la region (Iturriaga et al., 1974). En la zona suroeste los
nutrientes no presentaron una clara diferenciacién espacial. Tanto en la
zona noroeste y suroeste las concentraciones de nutrientes no se asociaron
con la salinidad. Esto estaria indicando una baja participacion o contribucion
de nutrientes inorganicos por parte de los rios adyacente a la zona costera

de El Rincon.
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Fig. 6. Distribucién espacial de la concentracién de nitrato y amonio en El Rincén.
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Fig. 7. Distribucidn espacial de la concentracion de silicato y fosfato en El Rincén.

4.3. Asociacion entre las estaciones de muestreo en funcion de las
caracteristicas de FDOM y nutrientes inorganicos

Aplicando analisis multivariante se determinaron asociaciones entre
las estaciones de muestreo y la distribucién de las mismas en la zona de El
Rincon. Los resultados obtenidos a partir de los analisis de agrupamiento

(clusters) y de ordenamiento (MDS) se presentan a continuacion.

El andlisis de agrupamiento determind, con un 82% de similitud, tres

grupos principales de estaciones: el grupo Costa (gC), grupo Transicion
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(gT) y grupo Plataforma Media (gPM). El gC constituido por 5 estaciones,
gT representando 5 estaciones y gPM constituido por 2 estaciones (Fig. 8).
El analisis de ordenamiento fue una buena representacién estadistica de los
grupos formados (estrés de 0,03) (Fig. 9). Este analisis estadistico generé

una zonificacién en la regién de estudio (Fig. 10).

Dentro del gC, las estaciones que lo constituyen se agruparon con un
promedio de similitud de 81%, en el gT la similitud promedio fue de 82% y
en el gPM fue 89% (Fig. 8).

Los fluordéforos (A, M, C, B, T) que caracterizan a la FDOM vy el silicato

contribuyeron al 92% de similitud en el gC.

Para el gT, los componentes de la FDOM, silicato y FIX contribuyeron
al 92 % de similitud, indicando predominio del nutriente inorganico silicato,
DOM con moléculas proteinicas y sustancias humicas medianamente
insaturadas. La similitud en este grupo se asocia principalmente a las altas
concentraciones de silicato favoreciendo el desarrollo de las diatomeas, que

a su vez secretarian DOM con caracteristicas labiles (pico B).

En el caso del gPM, los componentes de la FDOM, silicato, FIX y BIX
contribuyeron al 91% de similitud (Tabla II). Las dos estaciones se
agrupan por poseer 8 variables en comun, destacandose el pico M que
indica la presencia de sustancia humicas de origen autdctono de baja

insaturacion.

Estos grupos fueron significativamente diferenciados (p = 0,001) con
un estadistico R global de 0,83. El gPM se diferencié del gC (R = 0,99; p =
0,008) y del gT (R = 0,95; p = 0,045) formando un grupo bastante
compacto en el ordenamiento. EI gT también se diferencid
significativamente del gC (R = 0,72; p = 0,045).
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Fig. 8. Andlisis de agrupamiento basado en la composicién de FDOM, indices
fluorescentes y nutrientes inorganicos.
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Fig. 9. Ordenamiento por escalamiento multidimensional (MDS) basado en la
composicién de FDOM, indices fluorescentes y nutrientes inorganicos
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Fig. 10. Zonificacion de El Rincon a partir de las asociaciones de estaciones
obtenidas en el analisis de agrupamiento. Linea sdlida: gC, linea interrumpida: gT,
linea puntos: gPM.

Tabla II. Analisis del porcentaje de similitud (SIMPER) en El Rincon. Componentes
de la FDOM, indices de fluorescencia y nutrientes que explican mas del 90% de
similitud en cada grupo formado a partir del analisis de agrupamientos.

Grupo de Variables de Contribucién Similitud
estaciones similitud % acumulada %

Pico T 20 20

Pico A 17 38

gC Pico B 16 54
Pico M 15 70

Silicato 13 82

Pico C 9 92

Silicato 21 21

Pico A 19 40

Pico B 17 56

aT Pico M 12 69
Pico T 10 79

Pico C 9 88

FIX 4 92

Pico A 23 23

Pico B 20 43

Pico M 12 55

Silicato 10 65

gPM Pico C 9 75
FIX 7 82

Pico T 5 87

BIX 5 91
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4.4. Composicion quimica de la DOM

Las ubicaciones espaciales de los componentes quimicos de DOM en
los graficos seran realizadas segun los grupos formados estadisticamente de

acuerdo a las propiedades de FDOM y Nutrientes.

4.4.1. Composicion y concentracion de TDCHO

El rango de concentracion de TDCHO varié desde un minimo de 6,5
MM-C en la est. 27 hasta 22,3 uM-C en las ests. 3 y 4, ubicadas en la
desembocadura del Rio Colorado y zona de influencia de Bahia Anegada. La
concentracion de las fracciones monoméricas (DFCHQO) y poliméricas
(DCCHO) variaron de 2,7 uM-C hasta 12,1 uM-C y de 1,4 pM-C hasta 14,4
MM-C, respectivamente (Fig. 11).

——DFCHO —&—DCCHO —{+—TDCHO

25

20

15 ~

uM-C

Fig. 11. Distribucién espacial de la concentracion de carbohidratos libres disueltos
(DFCHO), combinados (DCCHO) y totales (TDCHQ) en El Rincon.
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La concentracién minima de DFCHO se presentd en la est. 27 y la
maxima en la est. 4. La minima concentracion de DCCHO se observo en la
est. 8 y la maxima en la est. 3. La contribucion de DFCHO a TDCHO
(%DFCHO) en la zona presentd un minimos de 35% en la est. 3 y dos
maximas de 88% en las est. 8 y 9. Por otro lado, el minimo de %DCCHO
(12%) al total de TDCHO se observo en las ests. 8, 9 y un maximo (65%)
en la est. 3 (Fig. 12).

En el gC los %DFCHO y %DCCHO promedios fueron 67% y 33%,
respectivamente. Para el gT, la contribucion promedio fue de 55% de
DFCHO y 45 % de DCCHO. En el gPM fue de 59% de DFCHO y 41% de
DCCHO (Anexo I).
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Fig. 12. Distribucion espacial del % contribucién de carbohidratos libres disueltos
(%DFCHO) y combinados (%DCCHO) a los carbohidratos totales disueltos (TDCHO)
en El Rincén.

En gC la concentracione de TDCHO y fraccion DCCHO presentaron
una tendencia decreciente de norte a sur, contrario a la concentracion de
DFCHO con un minimo 1.5 pM-C en la est. 9 y un maximo de 4.7 uM-C en

la est. 1.
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Como resultado de esta tendencia, el % DCCHO fue mayor en la zona
norte. Uno de los factores que controla la distribucion de DCCHO en zonas
costeras es el aporte de los rios, ya que por medio de estos se exportan
polisacaridos que provienen generalmente de plantas vasculares (Hung et
al., 2001; He et al., 2010; Zhang et al., 2013, He et al., 2015). En este
caso, el %DCCHO presentd una correlacion inversa con la salinidad (r = -
0,92, n = 5, P<0,001), lo que sugiere que %DCCHO aumento con el
descenso de la salinidad en la zona costera. Estos resultados indicarian que
la entrada del Rio Colorado tiene una influencia significativa en la
distribucién de polisacaridos. Esto ultimo es corroborado por la mayor
concentracion de DCCHO encontrada cerca de la desembocadura del Rio
Colorado (est. 3). Si bien se evidencid aporte de DCCHO por descarga
fluvial en la zona costera, el %DCCHO (33%) fue menor al de %DFCHO
(67%) en el gC.

En gT y gPM, el %DCCHO se asocid6 con la abundancia de
microfitoplancton reportado por Ferronato et al. (2014) en muestras
tomadas en la misma campafa oceanografica. Esta asociacién se sustenta
con una correlacién positiva entre abundancia del microfitoplancton y el
%DCCHO (r = 0,82, n = 7, p <0,05) sugiriendo que el microfitoplanton es
uno de los principales factores que controlan la distribucidn espacial de
carbohidratos poliméricos en la zona de transicion y plataforma media. Sin
embargo en ambas zonas los %DCCHO (gT 45% vy gPM 41%,
respectivamente) fueron mas bajos que los %DFCHO (55% y 59%). En los
tres grupos las mayores concentraciones de DFCHO fueron mas altas que
las de DCCHO, sugiriendo que los carbohidratos monomeéricos fueron los
mas abundantes en la region. La hidrélisis de polisacaridos por radiacion UV
y procesos de descomposicion por bacterias, pueden estar asociados con
mayores porcentaje de DFCHO (Hung et al., 2001; Khodse et al., 2010).

A modo de sintesis, en gC la distribucion espacial de los polisacaridos
estuvo controlada por el Rio Colorado, mientras que en gT y gPM parece
estar modulada por el microfitoplancton. Sin embargo en todos los grupos

predomind la fraccion monomeérica sobre la polimérica.

79



Capitulo 4 - Distribucidn de la materia organica disuelta y su relacién con la estructura de la
comunidad bacteriana en El Rincon.

4.4.2. Composicion y concentracion de TDAA

El rango de concentracion de TDAA varié desde un minimo de 3,7 uM-
C en la est. 6 hasta un maximo de 18,2 uM-C en las est. 27. La
concentracion de la fraccion monomérica (DFAA) y polimérica (DCAA)
variaron desde 0,2 uM-C hasta 1,0 pM-C y de 3,4 hasta 18,2 upM-C,
respectivamente (Fig. 13). La concentracién minima de DFAA se presentd
en la est. 18 y la maxima en la est. 9. La concentracion minima (3,4 uM-C)
y maxima (17,9 uM-C) de DCAA se observdo en las est. 6 y 27,

respectivamente.
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Fig. 13. Distribucién espacial de la concentracion de aminodacidos libres disueltos
(DFAA), combinados (DCAA) y totales (TDAA) en El Rincon.

La contribucion de DFAA a TDAA (%DFAA) presentdé un minimo de
2% en la est. 27 y un maximo de 9% en la est. 3. Por otro lado, la
contribucion de DCAA a TDAA (%DCAA) presenté un minimo (91%) en la
est. 3 y un maximo (98%) en la est. 27 (Fig. 14).

En el gC los %DFAA y %DCAA promedios fueron 6% y 94%,
respectivamente. Para el gT, la contribucidon promedio fue de 4% de DFAA y
96% de DCAA. En el gPM fue de 2 % de DFAA y 98% de DCAA. El %DFAA
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promedio presentd un patrén de distribucion decreciente de costa a
plataforma media y la distribucion de %DCAA fue inversa, aumentando

hacia estaciones externas (Anexo I).

En todas las estaciones, la concentracion de DCAA fue mas alta que la
DFAA, con una contribucidon promedio del 95% a TDAA.
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Fig. 14. Distribucion espacial del % contribucion de aminodacidos libres disueltos
(%DFAA) y combinados (%DCAA) a los aminoacidos totales disueltos (TDAA) en El
Rincon.

En la Fig. 15 se presenta la composicion de aminoacidos en las
fracciones DFAA y TDAA. En la fraccion libre se identificaron y cuantificaron
12 aminodacidos, no se detectd phe, mientras en la fraccién total se
identificaron y cuantificaron 13 aminoacidos incluyendo a la phe. Los
principales aminoacidos en el area de estudio fueron la his, ala, asp, glu, thr
con un aporte de 73% en DFAA y 66 % en TDAA.
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Fig. 15. Promedio del porcentaje molar de los aminoacidos cuantificados en TDAA y
DFAA para todas las estaciones, barras (desvio estdndar). his: histidina, ala:
alanina, asp: acido aspartico, glu: acido glutamico, thr: treonina, val: valina, arg:
arginina, ile: isoleucina, tyr: tirosina, phe: fenilalanina, leu: luecina, gly: glicina,
ser: serina.

En los tres grupos de estaciones (gC, gT y gPM) los principales
aminoacidos (his, ala, asp, glu, thr) contribuyeron > 70% en DFAA y > 60
% en TDAA. La composicion de aminodacidos en términos de mol% en TDAA
y DFAA en cada grupo no fueron significativamente diferenciados (R global
= 0,146, p = 0,155).

La concentracion de TDAA en El Rincon fue espacialmente variable,
particularmente la concentracion de DFAA que decrece de costa a
plataforma media. La concentracion de DCAA no presentd un claro patron
de diferenciacién, sin embargo su contribucién (95%) a TDAA fue asociado

con una baja degradacién en el regién.

La contribucién de los aminoacidos combinados a los aminoacidos
totales (%DCAA) fue mas del 90% en todas las estaciones. Los resultados
obtenidos en el presente estudio son consistentes con los hallados en
investigaciones previas de la zona, en las que se reportan concentraciones
de DCAA mucho mas elevadas que las concentraciones de DFAA (Garzoén-
Cardona et al., 2013).

82



Capitulo 4 - Distribucidn de la materia organica disuelta y su relacién con la estructura de la
comunidad bacteriana en El Rincon.

En términos generales el %DCAA promedio por grupos ( gC, gT y
gPM) se fue incrementando de costa a plataforma media y el %DFAA fue
decreciendo, sugiriendo un posible consumo de DFAA por organismos
heterotrofos, degradacién por la accién de factores ambientales (radiaciéon
UV) y a su vez una posible descomposicion lenta de DCAA. Segun Gors et
al. (2007) las bacterias osmotréficas toman exclusivamente los
componentes monoméricos u oligoméricos de la DOM de menor tamafio ya
que requieren menos energia y no demandan procesos de hidrdlisis. La
mayor disponibilidad de aminoacidos monoméricos (DFAA) en la zona
costera favorecida por sus bajos tamafios moleculares apoyaria esta

hipotesis.

La composicion de DFAA y TDAA fueron principalmente aminoacidos
alifaticos mono-(thr, ala), dicarboxilicos (asp y glu) y basicos como la his.
Este Gltimo aminoacido en ambas fracciones fue el de mayor contribucion.
Las altas proporciones de his en DFAA se deben posiblemente a la baja
capacidad de asimilaciéon por las bacterias, ya que tedricamente es el

sustrato de mas facil captacion por las bacterias (Ietswaart et al., 1994).

En TDAA la thr, ser y gly son considerados aminoacidos que reflejan
el estado diagenético de la materia organica en procesos de sedimentacion
segun Dauwe y Middelburg, (1998) y Dauwe et al. (1999) ya que estos
aminoacidos aumentaron su contribucién porcentual molar a medida que
descendian en la columna de agua, es decir son menos biodisponibles,
mientras que las contribuciones molares porcentuales de los otro
aminoacidos disminuian como producto de la actividad microbiana al tiempo
que descendian en la columna de agua. Estos datos coinciden con los
reportados por Gors et al. (2007) quien propuso un indice de degradacién
alternativo en la fraccién disuelta donde sus mayores contribuyentes
porcentuales molares fueron los asp, glu, ser, gly y ala. En consecuencia, en
este estudio las altas proporciones especialmente de asp, glu, thr y
particularmente en este sistema de his en TDAA sustentarian un alto grado

de degradacién de los aminoacidos totales en la DOM.
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4.4.3. Indice de degradacién

El indice de degradacion se ha utilizado para cuantificar el grado en
gue un muestra ha sido degradada en relacién con el plancton fresco
(Ingalls et al., 2003; Pantoja y Lee., 2003). Esta estimaciéon también ha
sido aplicada para considerar la biodisponibilidad y el estado de degradacion
de los aminoacidos en la DOM (Amon et al., 2001; Yamashita y Tanoue,
2003).

En la zona de estudio, los valores del ID calculados, muestran un
rango para la zona de -0,6 a 0,5. De los valores positivos, el minimo (0,2)
fue hallado en la est. 7, y el maximo de 0,5 en la est. 2. Los valores
negativos de -0,6 en la est. 3 y el maximo de -0,1 en la est. 20 (Fig. 16).
Su distribucidon generdé una zonacidén, con valores negativos (aminoacidos
degradados) en la desembocadura del Rio Colorado y estaciones cercanas a
la Bahia San Blas comprendiendo las estaciones 3, 2, 20, 4, 6 y valores
positivos (aminoacidos frescos) en la zona sur-oeste y noroeste que
comprenden, en el sur, las estaciones 7, 8 y 9 ubicadas en la zona en la
influencia del Rio Negro y en el norte, la estacién 27 ubicada en la boca del
estuario de Bahia Blanca junto con las estaciones 14 y 18, en aguas de
plataforma media. En general la zona con valores negativos de ID coinciden
con las concentraciones mas bajas de aminoacidos y valores de los indices
de humificacion (HIX) relativamente altos, por otro lado valores positivos
del ID coinciden con las concentraciones mas altas de TDAA. Estas
asociaciones sugieren mayor actividad bacteriana en la zona de la influencia
del Rio Colorado, mientras que la zona sur y norte se sugiere menor

actividad por los organismos heteroétrofos.
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Fig. 16. Distribucién espacial del indice de degradacion a partir de los aminoacidos
particulares de TDAA en El Rincén.

4.4.4. Composicion quimica de la DOM

La cuantificaciéon y contribucién de compuestos organicos al carbono
organico en la fraccién disuelta (DOC-Identificado) se detalla en la Fig.
17a.

La fraccidn quimicamente identificada de la DOM es de ~ el 25% del
total del DOC, valor similar a otras zonas estuarinas y oceanicas como los
presentados por Chen et al. (2013) en el mar Boheia, China (18%) y Gors
et al. (2007) en el sistema estuarino del mar Baltico (23%), sin embargo,
podria ser una sobreestimacién considerando que la regidon presenta
tipologias de ambiente regenerativo con una alta proporcion de compuestos
organicos humificados, y que en algunos casos pueden estar unidos a los
TDAA y TDCHO, que son igualmente hidrolizados bajo las drasticas
condiciones acidas y de temperatura durante el procesamiento de las
muestras (Hubberten et al., 1994, Senior y Chevolot, 1991).
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En el gC la concentracién promedio de DOC fue de 87,7 + 23,7 uM-C.
Para el gT, la concentracion promedio fue 122,0 + 81,9 pM-C y en el gPM
fue de 72,0 uM-C (valor est. 14) (Anexo I).

En términos generales, en DOC-identificado, DCAA fueron el grupo
dominante contribuyendo al DOC con un 12%, seguido los DCCHO con 8%.
Los DFCHO y DFAA fueron los componentes que contribuyeron en menor
medida al DOC, representando el 4% y 1%, respectivamente. Los
componentes quimicamente caracterizados representaron una cuarta parte
de la DOM (25%) en El Rincén (Fig. 17a).

La contribucién de los componentes de bajo peso molecular (DFAA vy
DFCHO) fueron mas altos en gC (12%) comparado con gT (9%) y gPM
(10%). Por otra parte, la contribucion de compuestos de alto peso
molecular (DCAA + DCCHO) fueron mas altos en gPM (25%) (Fig. 17b, c,
d).
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Fig. 17. Composicién quimica de carbono organico disuelto (% carbohidratos, %
aminoacidos en términos de carbono) en la zona de (a) El Rincén y los tres grupos
que dividen la region; (b) grupo costa, (c) grupo transicién y (d) grupo plataforma
media.

Los porcentajes de los componentes monoméricos (DFAA + DFCHO)
fueron mayores en gC, sugiriendo mayor contribucion de compuestos
organicos de bajo peso molecular y posible facil degradaciéon en la zona
costera (Keil y Kirchman, 1993; Yamashita y Tanoue, 2003). Ademas, estos
compuestos podrian ser tomados directamente por las bacterias ya que su
asimilacion no estd limitada por los procesos de transporte o por la
permeabilidad de las membranas celulares bacterianas (Tupas y Koike,
1990). Por otro lado la contribucion de los componentes poliméricos (DCAA
y DCCHO) a la DOM fue mayor en gPM, sugiriendo que DCCA y DCCHO
fueron menos susceptibles a la degradacion por parte de los organismos

microbianos.
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4.5. Variables biologicas

4.5.1. Clorofila-a y feopigmentos

La distribucidon de la concentracién espacial de clo-a y feopigmentos
fueron variables con una correlacion altamente significativa entre ambas (r
= 0,99, n = 12, p<0,001). Las minimas concentraciones de pigmentos (clo-
a, 0,95 pg L*; feopigmentos 0,69 ug L) se observaron en la est. 8, y las
maximas (Clo-a, 11,4 pg L*; feopigmentos 7,95 ug L) en la est. 2 (Fig.
18).
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Fig. 18. Distribucién espacial de clorofila-a y feopigmentos en El Rincén.

La concentracion de clo-a se asocidé directamente con las abundancias
fitoplanctonicas reportadas por Ferronato et al. (2014) que determinaron
que la composicidon especifica tiene una distribucion diferencial en un
gradiente definido por la distancia a la costa, en el que los sectores costero
e intermedio (en este caso gC), co-dominaron diatomeas y nanoflagelados y
en la zona externa (en este caso gPM) presenta una marcada dominancia de
dinoflagelados. Las abundancias fueron asociadas con el mayor desarrollo
del fitoplancton y el dominio de diatomeas en el sector costero-estuarial

debido a la alta disponibilidad de nutrientes (particularmente silicato),
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turbidez y mezcla vertical en el habitat pelagico, mientras que la marcada
dominancia de dinoflagelados en la zona externa estaria asociada a un
ambiente mas oligotréfico. Estos datos coinciden con el agrupamiento

realizado con el grupo de datos de FDOM y nutrientes.

4.5.2. Composicion y abundancia de los principales grupos de
bacterias

Se tomaron muestras en las estaciones que reciben directamente la
influencia de los rios con el objetivo de evaluar si se observan cambios en la
estructura de la comunidad bacteriana. Es importante destacar que no se
encuentran registros de la composicion de la comunidad bacteriana, segun

nuestra revision bibliografica, para la zona en estudio.

La abundancia total y de los principales grupos de bacterias
registrados durante esta campafia oceanografica se detalla en la Fig. 19a,
b.

En términos generales, el rango de abundancia relativa de bacterias
detectadas mediante la sonda EUB referida al DAPI vario desde un minimo

55% en la est. 9 a un maximo de 90% en la est. 8 (Fig. 19a).

El rango de la abundancia relativa de las alfaproteobacterias referida
a la sonda EUB varié desde un minimo de 20% en la est. 3, ubicada en la
desembocadura del Rio Colorado y un maximo de 66% en la est. 8, ubicada
en la desembocadura del Rio Negro. La minima abundancia relativa referida
a la sonda EUB de las citéfaga/flavobacterias (6%) se observé en la est. 6 y
la maxima abundancia relativa de este grupo fue en la est. 20. Las minimas
abundancias para los grupos gammaproteobacterias y betaproteobacterias
fueron observadas en las ests. 3 y 6, respectivamente y los maximos fueron
de 31% (gammaproteobacterias) en la est. 9 y 10% (betaproteobacterias)
en la est. 7 (Fig. 19b).

Las alfaproteobacterias fue el grupo dominante abarcando el 43%

promedio de la abundancia referida a la sonda EUB, seguida del grupo de
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las citofaga/flavobacterias con una contribucion promedio del 15%. Las
beta- y gammaproteobacterias, fueron los grupos menos abundantes,
representaron el 7% vy el 10%, respectivamente de la abundancia

bacteriana total (Anexo II).
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Fig. 18. Composicién de la comunidad bacteriana en El Rincédn, marzo de 2013. a)
Abundancias relativas de bacterias detectadas con la sonda EUB338 referidas a
DAPI, b) Abundancia relativa de alfa-, beta-, gammaproteobacterias Y
Citofaga/Flavobacterias detectadas por las sondas ALF968, BET42a, GAM424 vy
CF319a, respectivamente, referidas a la sonda EUB338.

Se observaron patrones relevantes para las abundancias de los
diferentes grupos bacterianos y a su vez asociaciones con los componentes
quimicos de DOM. Segun Alonso et al. (2010) las alfaproteobacterias y
citéfaga/flavobacteria son dos grupos dominantes en aguas oceanicas,
mientras que las betaproteobacterias se caracterizan por presentar mayor

abundancia en aguas fluviales (Methé et al., 1998; Bouvier y del Giorgio,
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2002; Kirchman et al., 2005; Teira et al., 2009). De acuerdo al analisis
cuantitativo de la estructura de la comunidad bacteriana por la técnica de
CARD-FISH se presenta en todas las estaciones, mayor abundancia relativa
del grupo alfa- y menor del grupo betaproteobacterias sugiriendo que los
principales actores de los procesos de remineralizacién en la zona de el
Rincdn serian los organismos microbianos autdctonos por sobre los que

provendrian de la contribucidn de los rios.

En el gC, la abundancia de gammaproteobacterias aumentd con el
aumento de DCAA y TDAA, coincidiendo con sus minimos y maximos, con
una patron de distribucion creciente de norte a sur. Alonso-Sdez y Gasol
(2007) presentan la actividad de diferentes grupos filogenético bacterianos
en la absorcién de la glucosa y aminoacidos en el noroeste de las aguas
costeras del mediterrdaneo y observaron que las gammaproteobacterias
tenian una fuerte afinidad por la absorcién de aminoacidos, coincidiendo con

el mismo patrén reportado en este estudio.

En gT, los maximos y minimos de las abundancias alfaproteobacterias
coincidieron con los de las concentraciones de DFCHO y TDCHO. Elifantz et
al. (2005) estudiaron la asimilacion de glucosa y sustancias extracelulares
poliméricas (EPS) por las alfaproteobacterias en el estuario de Delaware,

encontrando que habia una mayor asimilacion de glucosa que de las EPS.

Por otro lado en esta misma zona (gT) la abundancia de las
betaproteobacterias fue asociada con la concentracion de DCAA y TDAA. En
esta zona el indice de degradacion de aminoacidos fue generalmente de
valores negativos (-0,5 a -0,1) sugiriendo una prevalencia de materia
organica degradada con relacion al fitoplancton fresco. Covert y Moran
(2001) determinaron la composicién de las comunidades bacterianas que
crecen en las fracciones de DOM de alto y bajo peso molecular y
encontraron una preferencia de beta- y gammaproteobacterias de DOM de
alto peso molecular. Para dar mayor apoyo a esta deduccion segun el
estudio de Lara et al. (1993) una fraccion importante de los aminoacidos se
asocia al material himico o fraccidon de alto peso molecular. Por lo tanto,

nosotros especulamos que las betaproteobacterias que incrementaron con
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la concentracién de aminoacidos estan asociadas a la DOM de alto peso
molecular. En este estudio la DOM estuvo probablemente compuesta
quimicamente de sustancias humicas, ya que los componentes no
caracterizados quimicamente representaron aproximadamente el 75% de
DOC, que por lo general en los sistemas marinos son el 60% de la DOM
(Liebezeit y Dawson, 1982). Siguiendo el mismo razonamiento para las
betaproteobacterias, la abundancia de las gammaproteobacterias se asocio
con la concentracion de DCCHO. Un estudio realizado por Edwards et al.
(2010) analizaron la comunidad microbiana en el Mar de Irlanda sobre un
sustrato de polisacaridos insolubles, y encontraron que estaba dominado

por los miembros de la gammaproteobacterias y bacteroidetes.

La abundancia relativa de las células tefiidas con la sonda bacteriana
(EUB338) vy las sondas especificas de cada gran grupo de bacterias referidas
al DAPI fueron bajas en algunas estaciones. La suma de los 4 grupos
representd sélo el 24 a 97% del total detectado de bacterias. Una tasa de
recuperacion media similar (15 a 91%) fue también reportada por Alonso-
Sdez et al. (2008) y Teira et al. (2009) en el Artico utilizando CARD-FISH
con el mismo conjunto de sondas que en este estudio utilizamos. La baja
deteccién se puede atribuir tanto a una mala cobertura de las sondas de
oligonucleédtidos o a un bajo nivel de actividad bacteriana (Amann y Fuchs,
2008). Sin embargo las abundancias de los diferentes grupos referidas a la

sonda EUB338 cubren la gran mayoria de la abundancia total de bacterias.
4.6. Dinamica biogeoquimica en la zona de El Rincén

Se realizd una matriz de correlacién entre las variables estudiadas
con el proposito de evaluar similitudes y diferencias cuantitativas en la
dindmica de las propiedades quimicas-épticas de DOM y su relacidon con las
variables bioldgicas. También se realizd otra matriz de correlacién entre
aminoacidos especifico de TDAA y los diferentes grupos de bacterias sobre
la base de datos estandarizados (contribucién en porcentaje mol para los
aminoacidos y contribucion en porcentaje de abundancia para los grupos de

bacterias) y clorofila-a.
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4.6.1. Correlaciones entre las propiedades quimicas-6pticas de la
DOM y nutrientes inorganicos

Las sefales biogeoquimicas del conjunto de datos obtenidos se

observa en la tabla III.

Tabla III. Coeficiente de correlacidon de Spearman entre composicion quimica del
DOC, propiedades fluorescentes de DOM y nutrientes inorganicos en El Rincon.

DFAA  DCAA TDAA DFCHO DCCHO TDCHO DOC-id. DOC

DIN - - - -0,69 - 0,71 -0,76 -
NOs - - - - - 0,78 -0,69 -
Si - - - -0,59 - -0,67 - -
PO, - - - - - 0,68 -0,66 -
NHs - - - -0,67 - - 0,69 -
A 0,76 - - - - - - -
cC 082 - - - - - - -
M 0,82 - - - - - - -
B 0,71 - - - - - - -
T 076 - - - - - - -
FIX - - - - - - - -
BIX 0,69 - - - -0,60 - - -
HIX -0,63 - - -0,70 - - - -
ID - 0,73 0,72 - - - - -

Los numeros representan correlaciones significativas (p<0,05); (-) correlacion no
significativa; DFAA: aminoacidos libres disueltos; DCAA: aminoacidos combinados
disueltos; TDAA: aminoacidos disueltos totales; DFCHO: carbohidratos libres
disueltos; DCCHO: carbohidratos combinados disueltos; TDCHO: carbohidratos
disueltos totales; DOC-Id: DOC identificado (%Carbohidratos, %Aminoacidos);
DOC: carbono organico disuelto; DIN: nitrégeno inorganico disuelto (Nitrato +
Nitrito + Amonio); NOs: nitrato; Si: Silicato; PO4: fosfato; NH4: amonio; FDOM (A,
C, M, B, T); FIX: indice de fluorescencia; BIX: indice de actividad bioldgica; HIX:
indice de humificacion; ID: Indice de degradacién.

El ID presenta una correlacién directa con la concentracidon de TDAA,
indicando que los aminoacidos contenidos en DOM presenta un proceso de

alteracion biogeoquimica o remineralizacion.

Por lo general los procesos de remineralizacion se dan por el consumo
en primera medida de compuestos de bajo peso molecular debido a facil
captacion, y su principal evidencia seria el agotamiento de compuestos
organicos mas labiles y enriquecimiento de compuestos de alto peso
molecular. La tendencia inversa entre DFAA y HIX, estaria apoyando lo

antes mencionado, al aumentar el HIX las concentraciones de los
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compuestos mas susceptibles a degradacion (DFAA) o consumo, disminuye.
Esta tendencia va acoplada con el BIX (indice de actividad bioldgica), que

estaria indicando una fuente bioldgica de DFAA.

Siguiendo la misma razén de los procesos de mineralizacion, dentro
de los componentes de la FDOM, los picos B y T generalmente se asocian a
productos de actividad bioldgica, que en este caso correlacionan con la
concentracion de DFAA, sugiriendo que tanto los picos B, T y DFAA
provienen de la misma fuente bioldgica y a su vez con caracteristicas
biodisponibles a organismo heterdtrofos. Aunque paraddjicamente los picos
A, C, M conocidos con propiedades humicas correlacionan positivamente con
DFAA. La razén de esta tendencia no estd clara y merece una mayor
investigacion a futuro sin embargo, una de las posibles causas de esta
tendencia se debe a que en algunos casos los DFAA pueden estar
adsorbidos en las complejas macromoléculas humicas de alto peso

molecular.

En el caso de Ilos -carbohidratos disueltos, al aumentar Ila
concentracion de TDCHO, los nutrientes inorganicos fueron bajos (DIN:
(nitrato+nitrito+amonio), silicato y fosfato), lo que sugiere un posible
acoplamiento con la absorcién de nutrientes inorganicos por parte del

fitoplancton y al mismo tiempo exudado de TDCHO.

Sin embargo la concentraciéon de la fraccién combinada (DCCHO)
presentd una tendencia inversa con la salinidad, sugiriendo un aporte de
DCCHO por porte del continente, especialmente por la descarga del Rio
Colorado. Esta presuncidon se ve apoyada por la correlacidon inversa entre
DCCHO y BIX, sugiriendo una mayor participacién o contribuciéon aléctona

sobre la autdctona en la concentracion de DCCHO.

La concentracién de la fraccidon libre (DFCHO) presentdé la misma
tendencia que la concertacion de TDCHO, lo que se debe a que la
concentracion de DFCHO en la mayoria de las muestras representé mas del
50% de TDCHO.
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Siguiendo la misma interpretacion de DFAA con HIX, la concentraciéon
de DFCHO presentd el mismo patron. Los componentes monomeéricos (DFAA
y DFCHO) pueden ser derivado de fuentes autdéctonas proporcionando

moléculas con propiedades labiles o mas biodisponibles.

Por otro lado cuando el porcentaje de los componentes quimicamente
caracterizados fue alto las concentraciones de los nutrientes inorganicos
fueron bajos, sugiriendo un posible acoplamiento, igual que los TDCHO, con
la absorcion de nutrientes inorganicos por parte del fitoplancton y al mismo

tiempo la exudacion de carbohidratos y aminoacidos disueltos.

4.6.2. Correlaciones entre Comunidad Bacteriana y propiedades
quimicos-opticas de DOM

Se ha estudiado la relacidn de los grupos bacterianos con las
propiedades de la DOM, empleando la FDOM como trazador de posibles
fuentes y la composicion quimica de DOM como disponibilidad de sustrato
para la comunidad bacteriana. Se observaron algunas correlaciones entre
ellos que podrian contribuir a elucidar la dinamica biogeoquimica o acople
entre DOM vy bacterias (Tabla 1IV).
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Tabla IV. Coeficiente de correlacion de Spearman entre la abundancia relativa de
grupos bacterianos y propiedades dpticas-quimicas de DOM en El Rincon.

CF Alfa Beta Gama EUB
DFAA - - - - -
DCAA
TDAA
ID
DFCHO
DCCHO
TDCHO
DOC-Iden
DOC - - - - -
A - - - - -
C - - - - -
M - - - - -
B -0.73 -0.81 -0.77
T - - - - -
Los numeros representan correlaciones significativas (p<0,05), (-) correlacion no
significativa, CF: citofaga/flavobacterias, Alfa-, Beta-, Gama-: proteobacterias,
EUB: abundancia total de bacterias con sonda EUB388, Clo-a: clorofila-a, DFAA:
aminoacidos libres disueltos, DCAA: aminoacidos combinados disueltos, TDAA:
aminoacidos disueltos totales, ID: indice de degradacién a partir de aminoacidos
particulares, DFCHO: carbohidratos libres disueltos, DCCHO: carbohidratos
combinados disueltos, TDCHO: carbohidratos disueltos totales, DOC-Iden: DOC
identificado (%Carbohidratos, %Aminoacidos), DOC: carbono organico disuelto,
DIN: nitrégeno inorganico disuelto (Nitrato + Nitrito + Amonio), NOs: nitrato, Si:
Silicato, PO4: fosfato, NH,;: amonio, FDOM (picos A, C, M, B, T).
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1
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Dentro de la composicion quimica de DOM, la concentraciéon de
DCCHO correlacioné inversamente con la abundancia relativa del grupo
betaproteobacterias, sugiriendo que los carbohidratos poliméricos son un
posible sustrato de las betaproteobacterias. Pernthaler el al. (1998),
observaron que la abundancia de betaproteobacterias estaba vinculada a la
entrada de agua dulce en lagos y estudios posteriores han sugerido que el
bacterioplancton, especialmente grupos tipicos de agua de rios, podria
ingresar al mar y desempefiar un importante rol en la descomposicién del
DOM aldctono (Langenheder et al., 2004; Kisand et al., 2005)

Si bien se habia mencionado que la zona de ElI Rincén estaba
dominada por alfaproteobacterias, tipicas de aguas oceanicas, la poca
contribucion de la betaproteobacterias a la comunidad podria estar

sostenida por el aporte de DCCHO, especialmente del rio Colorado.
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Por otro lado, se observd que la intensidad de fluorescencia del pico
B, de origen proteinico y autdctono, correlaciond inversamente con la
abundancia relativa de las bacterias tefiidas con la sonda EUB y con los
grupos Alfaproteobacterias y bacteroidetes, sugiriendo el consumo de la
DOM.

Se ha demostrado que la intensidad de fluorescencia del pico By T
son producto de la exudacion del fitoplancton, lisis celular y pastoreo del
zooplancton (Yamashita y Tanoue, 2003; Nagata, 2000). Diferentes autores
han acoplado estos productos o sustratos biolégicos con el consumo de
diferentes grupos bacterianos (Cottrell y Kirchman, 2000; Malmstrom et al.,
2005, Alonso-Saez y Gasol, 2007). Por ejemplo, Cottrell y Kirchman, (2000)
por medio de la técnicas de microautoradiografia y FISH (Micro-Fisch)
observaron que las alfaproteobacterias y bacteroidetes tenian una tendencia
a dominar el consumo de DOM de bajo peso molecular, sin embargo otros
estudios han demostrado que los bacteroidetes presenta una especial
afinidad por el consumo de macromoléculas, como el realizado por
Riemann et al., (2000). En ese trabajo a nivel de mesocosmo observaron
que las alfaproteobaterias y bacteroidetes presentaron una rapida
colonizacién en las particulas durante la floracién de diatomeas. Segun los
datos reportados por Ferronato et al., (2014) que indica un predominio de
diatomeas en el sector costero, esa abundancia de diatomeas estaria
asociada a una posible secrecion de compuestos con caracteristicas
proteinica autdéctonos y posterior consumo principalmente por estos dos

grupos de bacterias mencionadas.

La relaciéon directa entre la abundancia del grupo
gammaproteobacterias y el indice de degradacion, (que estima el grado de
alteracion diagenético de los aminoacidos en la DOM) indica que este grupo
de bacterias incrementa su abundancia cuando los aminoacidos de DOM son
relativamente frescos (valores positivos de ID). Esta tendencia se puede ver
claramente en la zona costera, donde se asocia un incremento directo entre
la concentracion de TDAA vy la abundancia relativa de las

gammaproteobacterias.
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4.6.3. Correlacion entre los aminoacidos constituyentes de TDAA,
clorofila-a y comunidad bacteriana

En la tabla V se resumen las correlaciones de las variables bioldgicas

con los aminoacidos particulares de TDAA.

Tabla V. Coeficiente de correlacidon de Pearson entre algunas variables bioldgicas y
aminoacidos particulares de TDAA en El Rincon.

CF Alfa Beta Gama EUB Clo-a
Asp - - - - - -
Glu - - - - -
Ser - - - -
His - - - - -
Gly - - -0,72
Thr - - - - - -
Arg - - - - - -
Ala - - - - - 0,77
Tyr - - - - - -
Val - - - - - -
Phe - - - - - -
Ile - - - - - -
Leu - - - - 0,69
Los numeros representan correlaciones significativas (p<0,05), (-) correlacion no
significativa, CF: citofaga/flavobacterias, Alfa-, Beta-, Gama-:proteobacterias, EUB:
abundancia total de bacterias con sonda EUB388, Clo-a: clorofila-a, asp: acido
aspartico, glu: acido glutdmico, ser: serina, his: histidina, gly: glicina, thr: treonina,
arg: arginina, ala: alanina, tyr: tirosina, val: valina, phe: fenilalanina, ile:
isoleucina, leu: leucina.

0,81

Las betaproteobacterias tendrian una gran afinidad por los
polisacaridos y en algunos casos también preferencia por compuestos de
alto peso molecular (Covert y Moran, 2001). En nuestro conjunto de datos
se ha evidenciado una correlacidon negativa entre la abundancia relativa de
este grupo de bacterias con el %mol de glicina de TDAA, sugiriendo un
posible consumo preferencial por este aminoacido. Se ha documentado que
la glicina es liberada por las diatomeas a través de la fotorespiracion
durante su crecimiento celular (Ogren y Chollet, 1982). La concentracion de
glicina en la fraccion disuelta puede ser asociada a la abundancia de
diatomeas en el sector costero. Lo antes mencionado estaria indicando que
las betaproteobacterias se asocian a compuestos organicos con propiedades

relativamente refractarias.
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La clo-a que anteriormente habiamos mencionado que era un buen
indicador de biomasa fitoplancténica, correlacioné directamente con el
%mol de ala, leu y ser de TDAA. Estos aminoacidos representan el 18 %mol
de TDAA, indicando que el fitoplancton tuvo una influencia significativa en la
distribucion de 18% mol de TDAA.
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5. Conclusiones

En este capitulo se describen la variabilidad espacial de la FDOM vy la
concentracién y composicién de los carbohidratos y aminoacidos en la
fraccion disuelta con los cambios en la abundancia de los principales grupos
de bacterias en la zona costera del atlantico sur, El Rincon.

Los resultados indican que las intensidades de fluorescencia de los
diferentes componentes de DOM presentaron un patrén general de
tendencia decreciente de costa a plataforma media. La FDOM se caracterizé
principalmente por presentar una mezcla de compuestos humicos
medianamente insaturados y una importante fraccion de compuestos
proteinicos, con predominio de sustancias humicas.

En la zona costera segun la FDOM, predominaron los compuestos organicos
con caracteristicas proteinicas sobre compuestos humicos, y lo contrario
ocurrid en la zona de plataforma media donde dominaron los compuestos
himicos. Las fuentes de FDOM fueron de contribuciédn autdctona, sin
embargo en la zona costera parce haber aporte aléctono de origen
continental.

Segun la composicién quimica de DOM, los carbohidratos combinados son
aportados por los rios principalmente en la zona costera y en las zonas de
transiciéon y plataforma media su concentracidn estaria modulada por el
microfitoplancton.

En todas las estaciones, la concentracién de aminodacidos combinados fue
mucho mas alta que la concentracidon de los aminoacidos libres con una
contribucion del 95% al total.

Los principales aminoacidos en el area de estudio en TDAA fueron la his,
ala, asp, glu, thr representado 66% mol del total. Sin embargo solo los
aminoacidos ala, leu y ser parecen estar controlados por el fitoplancton,
representado el 18%mol a TDAA.

Los componentes quimicamente caracterizados de la DOM representaron
una cuarta parte de DOM (25%) en El Rincdén y los DCAA fue la fraccién
principal en la mayoria de las muestras.

Las alfaproteobacterias y citéfaga/flavobacterias fueron los dos grupos mas
abundantes de la comunidad bacteriana, indicando posiblemente la mayor

participacion en la descomposicion de DOM vy los actores de los procesos
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regenerativos en la zona costera de ElI Rincén, sin embargo, las
betaproteobacterias a pesar de que fue el grupo menos abundante, parece
cumplir una importante funcién en la descomposicion de compuestos de alto
peso molecular ya que presentd una importante afinidad por los
carbohidratos combinados aportados por los rios y la glicina que tiene
propiedades refractarias.

La correlacion negativa entre la intensidad de fluorescencia del pico B y la
abundancia total relativa de bacterias (sonda EUB), especificamente con los
grupos alfaproteobacterias y citdofaga/flavobactaerias podrian indicar el
consumo de compuestos proteinicos y eventualmente esta tendencia seria
consistente con un proceso de remineralizacién en la zona costera y de
transicion.

Por otro lado, el grupo gammaproteobacterias no presentd ninguna
correlacién estadisticamente significativa con la FDOM ni con la composicidn
guimica, sin embargo se evidencié una correlacidn positiva con el indice de
degradacion, indicando una posible afinidad de este grupo por los
aminoacidos con bajo grado de alteracidn biogeoquimica (aminoacidos
frescos).

La relacion entre la composicion quimica y fluorescente de DOM, con la
comunidad plancténica y aportes aldctonos, permite establecer: 1. Afinidad
de las betaproteobacterias por la DOM aléctona con caracteristicas
refractarias, 2. aporte de DOM al sistema por parte del fitoplancton y
posterior consumo de DOM con propiedades proteinicas autoctonas por
parte de las alproteobacterias y citofagas/flavocaterias. Conforme a lo
expresado anteriormente se construye un primer camino de origen,
transformacién y remineralizacidon de la materia organica disuelta en el area

de El Rincon.
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Capitulo 5

Conexion Pacifico-Atlantico: senales biogeoquimicas

en el extremo sur de la Plataforma Argentina

1. Resumen

La corriente del Cabo de Hornos transporta aguas de baja salinidad del SE
del Océano Pacifico al Atlantico, que son conducidas hacia el norte por la
corriente de Malvinas. Las sefales biogeoquimicas de esta conexidn
estuarina fria se estudiaron mediante la determinacion del carbono organico
disuelto (DOC), materia organica disuelta fluorescente (FDOM), indice de
humificacion (HIX), nutrientes inorganicos, salinidad, temperatura,
composicidn isotdpica estable de nitrégeno orgdnico particulado (8'°N) vy
clorofila-a (Clo-a) en el extremo sur de la plataforma argentina en marzo de
2012.

Se caracterizaron tres zonas: aguas del Canal de Beagle (BCW), aguas
costeras (CW) y aguas oceanicas (OW). Los valores mas altos de amonio,
DOC, FDOM y HIX se encontraron en BCW, el mas bajo en OW, lo que
sugiere que la entrada terrestre es la fuente principal de amonio y de
carbono refractario, que es sustentada por la correlacién inversa altamente
significativa de estos parametros con la salinidad. A su vez, las
concentraciones mas bajas de nitrato, silicato y fosfato se encontraron en
BCW y CW, y mayor en OW, con correlaciones altamente significativas de
estos nutrientes con la salinidad, lo que indica la contribucion de Ia
Corriente Circumpolar Antartica, mas salina y rica en nutrientes al sistema

de conexion Pacifico-Atlantico.
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Se encontré un patron de distribucién inverso de estos nutrientes y Clo-a,
gue mostré valores mas altos en la parte interna de BCW. Esto sugiere un
rol para el amonio y ligandos organicos relacionado con la disponibilidad de
hierro en estas aguas, en contraste con la baja concentracion de silicato,
alto contenido de nutrientes, baja concentracién la clorofila de OW y aguas
Subantarticas al norte del Frente Polar.

Los valores de &°N fueron positivos en la regién de estudio, y el amonio
alcanzé un maximo en la parte interior de la BCW, declinando hacia OW.
Esto no es compatible con una hipotesis previa que postulaba que las
precipitaciones en el SE del Pacifico podrian ser la fuente de amonio y, por
tanto, explicar los valores de 8'°N negativos encontrados previamente en el
norte del Pasaje de Drake.

Las correlaciones inversas altamente significativas de amonio, FDOM, HIX, y
DOC con la salinidad sugieren que la escorrentia continental, en lugar de la
deposicidn himeda, es una importante fuente de amonio y DOM en la

conexion del Pacifico-Atlantico.
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2. Hipétesis y objetivos

En el presente capitulo se propone analizar la distribucidén superficial de la
FDOM, nutrientes inorgdnicos disueltos y 8°N en un sistema donde se
conectan diversas corrientes, como la de Cabo de Hornos y Circumpolar
Antartica. En funcion de los conocimientos previos y de los antecedentes
disponibles en este tema, se propuso testear las siguientes hipotesis de

trabajo:

De acuerdo a las caracteristicas de la zona, se espera que la region sur-
patagodnica tenga tipologias especiales y particulares con respecto a las
propiedades y fuentes de la FDOM, nutrientes inorganicos y &*N.

Por lo tanto se espera que una fraccion significativa de la FDOM y nutrientes
posiblemente proceda del Pacifico, sin embargo también se podrian esperar
aportes a través de la Corriente Circumpolar Antartica, del continente y de
los organismos propios del sistema estuarino. Esas diversas fuentes se
deberian ver reflejadas en la composicion de la materia organica disuelta y

en la sefal isotdpica de nitrégeno en la fraccion particulada.

Para testear las hipotesis planteadas, se propusieron los siguientes

objetivos:
(i) Examinar el efecto de la conexion pacifico-atlantica sobre Ia
dindmica biogeoquimica de la regién estuarina fria de Ia

Patagonia.

(ii) Describir la distribucién espacial y posibles fuentes de FDOM vy

nutrientes inorganicos.

(iif) Estimar la fuente de nitrdogeno en la conexidn a través del isotopo

de nitrégeno en la fraccion particulada.
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3. Area de estudio y sitio de muestreo

El muestreo se llevé a cabo durante el verano austral, en marzo de
2012, en 16 estaciones distribuidas en tres sectores entre 64°-68° W vy
54.75°- 55.75°S (Fig. 1).

El canal Beagle conecta el Pacifico y el Atlantico en direccidn oeste-
este e incluyd cuatro estaciones (Sta. 10CB, 11CB, 18CB, 21CB). En la zona
costera y la plataforma sur de Tierra del Fuego se ubicaron siete estaciones
(Sta. 1, 2, 3, 9, 13, 14, 15) entre el sector externo del Canal Beagle y el
Estrecho de Le Maire. La tercer area esta ubicada al norte del Frente
Subantartico, en un sector que abarca cinco estaciones (Sta. 4, 5, 10, 11,
12). La campana se realizé a bordo del buque oceanografico A.R.A-CONICET

“Puerto Deseado” y en la lancha “Don Pedro”.

Isfa Grande de Tierra del Fuego

Canal de Beagle

55.0°S

56.0°S Corriente Cabo de Hornos

68°w 67°W 66°W 65°wW

Fig. 1. Zona de estudio (Conexién Pacifico-Atlantica) y estaciones de muestreo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos en las diferentes zonas de la conexion Pacifico-
Atlantico se presentan resumidos en la Tabla I, incluyendo los valores

promedio y desvio estandar.

Tabla I: Nutrientes inorgdnicos (expresados en uM); NOs; (Nitrato), SiO,?
(Silicato), PO, (Fosfato); DOC (Carbono Organico disuelto) (expresado en pM-C),
FDOM (Materia orgénica fluorescente) (expresada USQ) , Indice de humificacién
(HIX), Clo-a, (clorofila-a) (expresada en pg L), 8°N (composicién isotdpica de
nitrégeno estable) (expresado en %eo) en las tres zonas geograficas de la conexién
Pacifico-Atlantico. BCW (Beagle Channel Waters) = Aguas del canal Beagle, CW
(Coastal Waters) = Aguas Costeras, OW (Oceanic Waters)= Aguas Oceanicas. n =
numero de muestras. NUmero entre paréntesis = desviacién estandar

Fraccion
Particulada
Zona n NO5; Si0,? PO,3 NH,* DOC FDOM. HIX Clo-a &N

Fraccion Disuelta

BCW 4 7,9 2,1 08 2,9 68,9 1,1 1,8 1,5 7,2
(0,3) (0,7) (o,1) (0,7) (6,0) (0,2) (0,2) (1,2) (0O,8)
Cw 6-7 12,0 2,1 1,0 1,2 57,5 0,6 1,0 0,4 5,2
(3,1) (0,2) (o,1) (o,6) (7,0) (0,3) (0,4) (0,1) (2,2)
ow 5 19,8 3,2 1,3 0,5 54,1 0,3 0,7 0,2 2,8

(0,6) (0,2) (0,1) (0,1) (53) (0,1) (0,4) (0,1) (0,8)
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4.1. Caracteristicas hidrograficas

Los datos obtenidos y sus tendencias son consistentes con la
informacién previa disponible de los sectores internos y externos del Canal
Beagle que se citan debajo, basicamente asociados a la transicién entre el

Cabo de Hornos y la Corriente Circumpolar Antartica.

En general, la temperatura del agua se reduce desde el Canal de
Beagle hacia el Frente Subantartico. La salinidad fue menor en el Canal
Beagle y la zona costera de Tierra del Fuego en comparacion con el sector

norte del Frente Subantartico.

Sobre la base de datos batimétricos, de temperatura y salinidad, el

area de estudio se puede dividir en tres zonas (Fig. 2).

(1) Aguas del Canal de Beagle (BCW), con temperaturas entre 8 - 9
°C, salinidades bajas (<30) y profundidades <50 m. Estas caracteristicas se
asociaron con las de la corriente del Cabo de Hornos, con temperaturas > 7
°C vy salinidades <34 debido a un régimen de altas precipitaciones en la
zona de los fiordos chilenos y el derretimiento del hielo en el sur de la
Patagonia (Acha et al., 2004; Antezana, 1999; Lara et al., 2010; Almandoz
et al., 2011; Candel et al., 2013; Biancalana et al., 2014).

(2) Aguas Costeras (CW), desde la zona externa del BCW al estrecho
de Le Maire, con un rango de temperaturas de entre 7 y 8 © C, salinidades
entre 31,1 y 33,8, y profundidades desde 32 hasta 1700 m. Los amplios
rangos de salinidad, temperatura y profundidades en esta zona, marcan la
conexién y transicidon entre las masas de agua de la corriente de Cabo de
Hornos y la Corriente Circumpolar Antartica (Acha et al., 2004; Krock et al.,
2015).

(3) Aguas Oceanicas (OW), con altas salinidades (> 34) vy
profundidades (1093 a 2285 m) y bajas temperaturas (<7 ° C) (Fig. 2),
derivados del Pasaje de Drake Norte (Bianchi et al., 1982; Guerrero y Piola,
1997; Piola et al., 2010; Krock et al., 2015).

107



Capitulo 5 - Conexidn Pacifico-Atlantico: sefiales biogeoquimicas en el extremo sur de la
Plataforma Argentina.

Profundidad (m)

2500
9 © 10BC
011BC
03
o]
o 15 29
21BC O © 18BC 2 2000
8
BCW o
C 1 13 @
o]
-
r 11500
[
3
42
o
a
g 77
P {1000
f—
o4
1500
10 @
] o RE
120 7|2
017|%
g
T T T U T T T T T T 9 \/? O
29 30 31 32 33 34

Salinidad

Fig. 2: Diagrama de salinidad, temperatura y profundidad para las estaciones
estudiadas. BCW: Aguas del Canal de Beagle; CW: Aguas Costeras; OW: Aguas
Oceanicas.

4.2. Distribucion y relacion entre los nutrientes inorganicos y
salinidad

La distribucidn superficial de nitrato, silicato y fosfato (Fig. 3: a, by
c) mostrd un claro gradiente con concentraciones mas altas en OW (19,8 %
0,6 UM de nitrato, 3,2 £ 0,2 puM de silicato, 1,3 £ 0,1 uM de fosfato) y
valores mas bajos en BCW (nitrato: 7,9 £ 0,3 uM, silicato: 2,1 £ 0,7 uM,
fosfato: 0,8 £ 0,1 pM). En CW y OW, estos nutrientes presentan una
tendencia decreciente de SE a NO, siendo consistente con los resultados

reportados por Silva, (2008) a partir de un crucero desde Bahia Desolada
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(SE Pacifico) hasta el Cabo de Hornos. En BCW, las concentraciones de
nutrientes fueron en general, mas bajas, en comparacion con los reportados
para el verano y el otofno en el sector oeste del Canal de Beagle (Amin et
al., 2011; Duarte et al., 2011). En su sector oriental, las concentraciones
fueron similares a los publicados por Silva, (2008), Almandoz et al. (2011),
y Gil et al. (2011).
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Fig. 3. Distribucién superficial de nutrientes en la conexion Pacifico-Atlantica: a)
Nitrato; b) Silicato; c) Fosfato y d) Amonio.

En contraposicion, la concentracion de amonio se distribuyd de forma
inversa respecto de los otros nutrientes, aumentando sus concentraciones
de OW (0,5 £ 0,1 pM) a BCW (2,9 £ 0,7 uM) (Fig. 3d). Los valores fueron
similares a los reportados por Gil et al. (2011) y Lara et al. (2010) y

mayores a los informados en Biancalana et al. (2014).

Se encontrd una correlacion positiva altamente significativa entre la
salinidad y las concentraciones de nitrato, silicato y fosfato (r = 0,90, r =
0,65yr=20,91, n =15, p<0.01, respectivamente) que indica a la Corriente
Circumpolar Antartica como principal fuente de estos nutrientes. Por otro
lado, la correlacion inversa altamente significativa entre el amonio y la
salinidad (r = - 0.94, n = 15, p <0,0001) (Fig. 4), sugiere un aporte de
este nutriente por parte de la entrada de agua dulce del SE del Pacifico a

través de la corriente del Cabo de Hornos y sistema de fiordos.
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Fig. 4. Correlacién entre intensidad de fluorescencia de la FDOM. vy la
concentracion de amonio con la salinidad.

4.3. Distribucion y relacion entre FDOMc, HIX, DOC y la salinidad

La sefal correspondiente al "pico C" de la FDOMc fue identificado en
todas las muestras. Esta sefial se asocia con el material himico terrestre
altamente degradado, y su intensidad mostré una tendencia decreciente
desde BCW (0,8-1,4 USQ) hasta 0,2-0,4 USQ en OW (Fig. 4). Las
intensidades de fluorescencia de FDOMc y los valores del indice HIX (0,3 -
2,0) fueron similares a los reportados por Para et al., (2010) para las aguas
superficiales costeras del noroeste del Mar Mediterraneo e inferiores a los

obtenidos en el estuario de Gironda por Huguet et al. (2009).

FDOMc siguié el mismo patrén de distribucion que el amonio. Estos
parametros presentan una correlacién altamente significativa (r = 0,95, n =
15, p <0,0001), lo que sugiere que ambos tienen un origen comun.
Ademas, el hecho de que FDOMc y amonio presentaran una correlacién
inversa y altamente significativa con la salinidad (r = -0,92, n = 15, p
<0,0001), indica que la principal fuente de estos parametros es el aporte de

agua dulce en el extremo sur de la Patagonia Pacifico-Atlantica.
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La concentracion de DOC varié entre 46,0 y 77,0 uM de C. Los
valores mas altos se obtuvieron en BCW con una tendencia decreciente
hacia OW (Fig. 5).
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Fig. 5. Correlacién entre DOC y HIX con la salinidad.

El indice HIX presentd una tendencia similar, con una disminucion

desde los valores mas altos en BCW (2,0) a un minimo en OW (0,3).

Esta distribucion andloga se reflej6 en una correlacién altamente
significativa entre DOC y HIX (r = 0,70, n = 15, p <0,01). Esto implica una
contribucion significativa de carbono orgdnico de origen terrestre con
caracteristicas refractarias al poo/ de DOC en la conexion del Pacifico-
Atlantico, donde la disminucion de estos parametros con el aumento de la

salinidad refleja la dilucion de la entrada continental con aguas oceanicas.

Ademas del efecto de dilucidon con masas de agua de bajo contenido
de DOM, los valores observados y los gradientes de distribucion de FDOMc y
HIX podrian ser en parte, el resultado de la descomposicidon fotoquimica de
la DOM (Vahatalo y Wetzel, 2004). Por lo tanto, una fraccién de la FDOMc
terrestre podria ser eliminada por photobleaching desde BCW a OW. No
obstante, (i) el marcado gradiente de SO-SE, (ii) el hecho que en BCW los
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mayores FDOMc, HIX y DOC se producen a valores de salinidad mas bajos y
(iii) la correlacidn inversa altamente significativa con la salinidad, conducen
a reforzar el postulado de la entrada de carbono refractario a la zona de la
conexion del Pacifico-Atlantico por la escorrentia de los fiordos del sur de
Chile, la principal fuente de agua dulce de la corriente del Cabo de Hornos,

y probablemente también de escorrentias de Tierra del Fuego.
4.4. Distribuciéon de Clo-a y 3'°N y las relaciones con los nutrientes

La concentracién de Clo-a, con valores entre 0,3 ugL™ y 2,9 ugL?, y
las tendencias en su distribucion fueron similares a los informados
previamente por Biancalana et al. 2014 para la misma zona y estacién del
afio, con una tendencia decreciente al este del Canal de Beagle. Se
encontraron concentraciones mayores de Clo-a en BCW (2,9 pgL™) y CW
(0,5 pgL™), disminuyendo gradualmente a un rango de entre 0,1 pgL?- 0,3
ugL™? en OW, (Fig. 6) con un patrén similar al informado por Lara et al.,
(2010) en este sector a finales del verano.

3
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Fig.6. Distribucidn superficial de Clorofila-a.
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El patron de distribucidon de Clo-a y los nutrientes aportados por la
Corriente Circumpolar Antartica (nitrato, silicato y fosfato, Fig. 3a, b, c)
es inverso, indicando el consumo de estos nutrientes por el fitoplancton o
limitacién de oligoelementos como el hierro. En contraposicion, los altos
valores en la parte interna de BCW sugieren el rol del amonio y/o ligandos
organicos y la disponibilidad de hierro relacionado en estas aguas, en
contraste con la situacidn "bajo silicato-alto nitrato-baja clorofila" de aguas
Subantarticas, al norte del Frente Polar (LSiHNLC; Dugdale et al., 1995).

Los valores de 8'°N en el material particulado en suspension variaron
entre 8,0 %o y 1.9 %o, con un gradiente decreciente en direccién
aproximadamente SE desde valores mas altos en BCW y CW hacia OW (Fig.
7). Esta tendencia podria ser parte de un patron de mayor escala
alcanzando valores 8°N consistentemente negativos en el norte del Pasaje
de Drake entre 56° y 58° S segun lo informado por Lara et al. (2010) (Fig.
7, sector SE).

Se obtuvo una correlacién inversa altamente significativa entre 8'°N y
la concentracion de nitrato (r = -0,90, n = 15, p <0,0001) en la regidn de
estudio. Esto refleja la activa captacién de nitrato por el fitoplancton y por
lo tanto un aumento de la incorporacion de la fraccion isotépicamente mas
pesada de este nutriente, asi como su disminucidn hacia mayores
concentraciones de Clo-a en un sector de BCW, resultando en un POM

enriquecido en '°N.
Sin embargo, no se sabe hasta qué punto las altas concentraciones

de amonio en BCW podrian haber contribuido con su propia firma isotdpica

a los valores globales 8'°N en POM.
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Fig. 7. Distribucién superficial de 3*°N. *Valores de 5!°N, Lara et al., 2010.

Aunque &N generalmente disminuye con el aumento de la
concentracidn de nitrato, la preferencia del fitoplancton por el amonio puede
influir en gran medida en la firma isotdpica, incluso a tenores elevados de
nitrato. Por ejemplo, Lourey et al. (2004) reportaron valores de &N de
alrededor de 0 a -4 %o cerca del Frente Polar en verano, en relacion con la

produccién de POM de bajo °N por la absorcidon de amonio en verano.

Asi, puede haber un sistema de transicion de disminucién de los
valores positivos de 3'°N de BCW a OW, a valores negativos en aguas

subantarticas y del Frente Polar.

Esto podria ser asociado, en parte, a diferentes fuentes de amonio,
desde aléctono, escorrentia continental en el SE del Pacifico, y, finalmente,

Tierra del Fuego, a la regeneracion autdctona de nitrogeno en el Pasaje de
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Drake, incluso en un entorno de altas concentraciones de nitratos (Lara et
al., 2010).

Aunque los bajos valores de 8°N podrian estar también asociados a
la fijacion biolégica del N, atmosférico, esto es poco probable ya que la
densidad de las cianobacterias es generalmente baja en todo el Pasaje de
Drake y en el Océano Austral (Alder y Franzosi, 2004; 2005).

4.5. Distribucion y de relacion entre los nutrientes inorganicos,
DOM, Clo-a y 3'°N

Se visualizaron dos patrones de distribucion de los parametros
bieogeoquimicos, consistentes con la entrada de nitrato, silicato y fosfato de
la Corriente Circumpolar Antartica, y con la influencia de la escorrentia
continental/ precipitaciones a través del Cabo de Hornos sobre la
distribucién de amonio y DOM respectivamente. Adicionalmente, Lara et al.
(2010) plantearon la hipotesis de que el aumento de los valores de amonio
en la zona estuarina fria del sur de la plataforma argentina, junto con la
disminucién de los valores de ©®"N de POM alcanzando valores
consistentemente negativos en el norte del Pasaje de Drake se podria
producir, al menos en parte por la entrada de is6topos livianos de amonio a
la plataforma argentina por deposicion humeda en el SE del Pacifico. Segun
Paerl y Fogel, (1994), 8°N de amonio en las precipitaciones puede cubrir
una amplia gama de valores negativos. Sin embargo, en este trabajo todos
los valores de 8'°N de POM fueron positivos y > 1%o, alcanzando maximos
en el sector con los valores mas altos de amonio. Esto, y la correlacién
altamente significativa entre el amonio y FDOMc vy el indice HIX (r> 0,8, n =
15, p <0,001), indican firmemente que la fuente de amonio no es la

deposicidn humeda sino la escorrentia continental.
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5. Conclusiones

En el extremo sur de la plataforma argentina, las sefiales biogeoquimicas
investigadas en la conexién del Pacifico-Atlantico presentan las siguientes
tendencias. Entre los componentes disueltos, el carbono organico con
caracteristicas terrestres y la concentracién de amonio mostraron una
distribucién espacial muy influenciada por la entrada de agua dulce del SE
del Pacifico a través de la conexidén con el Atlantico a través de la corriente
del Cabo de Hornos y probablemente también de fuentes continentales de
Tierra del Fuego. A su vez, la distribucion de nitrato, fosfato y silicato en la
region mostrd una fuerte influencia de la contribucién de las aguas ricas en
nutrientes de la Corriente Circumpolar Antartica.

La distribucidon de la clorofila-a y de los isoétopos estables de nitrégeno
presentaron dos patrones asociados a una mezcla de dos masas de agua
por un lado, las aguas del Canal de Beagle (BCW) ricas en amonio y materia
organica disuelta probablemente proporcionan ligandos que podrian hacer
que los micronutrientes tales como el hierro, estén disponibles para los
productores primarios.

Por otro lado, las aguas ricas en nutrientes, con concentraciones bajas de
clorofila del Océano Austral produjeron la dilucion de esas sefiales, y en
consecuencia, un gradiente decreciente hacia el SE.

Los valores positivos de 8'°N en el sector estudiado parecen excluir la
entrada significativa de amonio al Atlantico por medio de la deposicidn
hiumeda en el SE del Pacifico, favoreciendo mas bien la contribuciéon por
escorrentia continental.

Probablemente la determinacion de 8'°N en las diferentes especies de
nitrégeno disuelto, ademas de &'°N en POM, puede ayudar a clarificar ain
mas la dinamica de nutrientes inorganicos y organicos en esta compleja
region, siguiendo el ingreso de amonio de aguas chilenas a través de la
corriente del Cabo de Hornos en el suroeste Atlantico.

Los patrones resultantes de este estudio acentian la alta significacion
biogeoquimica y ecoldgica del Canal de Beagle y su zona externa, en su
posicion intermedia entre los océanos Pacifico y Atlantico y su proximidad
con el Frente Subantartico y la Corriente Circumpolar Antartida (Knox,
1994; Brandt et al., 1997; Gambi y Mariani., 1999; Rios et al., 2003).
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CONCLUSIONES GENERALES

Se destacan a continuacion las principales conclusiones que se

derivan de esta tesis, diferencidandolas segun las zonas de estudio:

Zonas El Rincdn y transicién

Los resultados de este estudio evidenciaron en un principio el aporte
local, -especificamente en la costa- de los diferentes componentes
quimicos de la DOM (carbohidratos y aminoacidos) por parte de los
rios adyacentes con una gradiente decreciente hacia la plataforma

media, posiblemente modulado por las propiedades fisicas de la zona.

La fraccidn quimica caracterizada durante las diferentes campafas
oceanograficas representaron porcentajes de carbono muy similares,
sin embargo dentro de su fraccidn se evidencio una diferenciacion
que podria estar modulada estacionalmente (primavera y otofo)
posiblemente por la dinamica fitoplancténica. La fraccién no
caracterizada representd un gran porcentaje del carbono organico
disuelto, que parece estar representado por sustancias humicas,
dando un indicio de acumulacion de carbono organico con
propiedades refractarias, o que se ve apoyado por los diferentes
indices que indican una zona con DOM de caracteristicas

predominantemente humicas.

La relacibn de la estructura de la comunidad bacteriana,
especificamente el grupo de bacterias que dominan en aguas
oceanicas (alfaproteobacterias y citéfagas/flavobaterias), con las
caracteristicas quimicas y fluorescentes de la DOM en la zona de El
Rincdn, estarian indicando un acople entre estos dos grupos de
bacterias con la DOM y destacando que los principales actores de los
procesos de remineralizacion en esta zona serian los autdctonos por
sobre los que proceden de la contribucién de los rios. Estas

conclusiones estarian indicando a modo general un predominio de
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alta actividad biolégica posiblemente producto de la dinamica

microbiana caracteristica de un area regenerativa.

Zona sur de la Patagonia Austral

Las sefales biogeoquimicas de este estudio elucidaron un patrén a
nivel regional de gran relevancia, ya que se observd que el carbono
organico con caracteristicas terrestres y la concentracién de amonio
mostraron una distribucién espacial muy influenciada por la entrada
de agua dulce del SE del Pacifico a través de la conexion con el
Atlantico a través de la corriente del Cabo de Hornos, Canal de
Beagle y probablemente también de fuentes continentales de Tierra
del Fuego. A su vez, la distribucidon de nitrato, fosfato y silicato en la
region mostré una fuerte influencia de la contribucién de las aguas
ricas en nutrientes de la Corriente Circumpolar Antartica. Los
patrones resultantes de este estudio acentuan la alta significacion
biogeoquimica y ecoldgica del Canal de Beagle y su zona externa, en
su posicion intermedia entre los océanos Pacifico y Atlantico y su
proximidad con el Frente Subantartico y la Corriente Circumpolar
Antartida.
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ANEXO I - CAPITULO 3

Datos de propiedades fisicas en El Rincén y El Rincén-Golfo San Jorge.

El Rincén, 2010

Est. Lat. Long. P(;?\; cgéi;. (akll,ﬁ) (°-E:) Salinidad Sigma t
9 -40,1 -59,6 71,0 148,2 10,8 33,6 25,8
10 -39,8 -59,8 58,0 104,5 11,1 33,8 25,8
11 -39,5 -60,0 49,0 70,6 10,9 33,7 25,8
12 -39,2 -60,1 33,0 39,2 11,1 34,1 26,1
14 -39,0 -61,1 10,0 4,7 13,1 33,8 25,5
15 -39,3 -60,9 26,0 39,2 11,7 34,1 26,0
16 -39,6 -60,7 38,0 71,4 11,3 34,0 26,0
17 -39,9 -60,5 48,0 113,0 11,0 34,0 26,0
18 -40,2 -60,3 57,0 152,1 10,9 33,8 25,8
19 -40,5 -60,1 67,0 186,7 10,4 33,6 25,8
20 -40,7 -60,6 58,0 215,3 10,9 33,9 25,9
21 -40,4 -60,8 45,0 174,8 11,0 34,0 26,0
22 -40,0 -61,1 37,0 131,4 11,0 33,8 25,8
23 -39,7 -61,3 24,0 89,9 11,6 33,7 25,7
24 -39,3 -61,5 16,0 45,6 12,5 33,2 25,1
25 -39,6 -62,0 12,0 12,2 12,5 32,2 24,3
28 -40,2 -61,4 20,0 40,1 10,7 33,5 25,2
29 -40,5 -61,1 29,0 102,5 10,7 34,0 25,6
30 -40,9 -60,8 45,0 185,9 10,9 33,6 26,0
32 -40,7 -61,5 55,0 59,2 10,6 33,7 25,7
34 -40,6 -62,0 38,0 7,5 11,5 32,9 25,8
35 -41,0 -62,0 15,0 31,4 10,8 34,0 25,1
36 -41,2 -61,5 56,0 81,3 10,9 34,2 26,0
39 -41,8 -61,9 36,0 105,4 10,8 34,1 26,0
41 -41,4 -62,3 56,0 50,4 11,1 34,1 26,1
43 -41,1 -62,6 43,0 10,7 11,8 32,2 26,1

El Rincon-Golfo San Jorge, 2012

44 -46,2 -66,5 99,0 - 13,5 33,4 28,8
43 -45,9 -65,3 74,0 - 12,9 33,3 25,0
45 -44,9 -65,3 82,0 - 13,8 33,7 24,8
46 -44,0 -63,7 75,0 - 15,8 33,8 24,4
47 -43,1 -63,1 74,0 - 15,5 33,9 24,4
48 -42,0 -62,9 56,0 - 15,9 33,8 24,4
49 -41,1 -61,8 39,0 - 17,3 33,9 24,0
50 -40,0 -60,9 36,0 - 17,8 33,9 23,9
51 -39,2 -59,5 41,0 - 18,6 34,2 24,5
52 -38,0 -57,3 19,0 - 18,8 34,1 24,5
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ANEXO II - CAPITULO 3

Datos de componentes quimicos organicos en El Rincén y El Rincén-Golfo

San Jorge.
El Rincon, 2010

Est Clo-?l1 Feo_1 DFAA DCAA TDAA DFAAa DCAAa DFCHO DCCHO TDCHO ©9%DFCHOa %DCCHO a DOC

pgL! pgL! uM-C pM-C  uM-C  TDAA% TDAA%  pM-C uM-C uM-C THCHO THCHO uM-C
9 0,5 0,8 0,6 11,5 12,1 5,0 95,0 1,3 1,2 2,5 50,3 49,7 74,5
10 0,4 0,4 0,1 21,4 21,5 0,6 99,4 1,5 0,0 1,5 97,7 2,3 93,7
11 3,0 1,5 0,2 19,5 19,7 1,2 98,8 1,8 0,1 2,0 94,4 5,6 82,3
12 0,8 0,5 0,1 8,1 8,2 1,5 98,5 2,1 0,7 2,8 74,9 25,1 88,9
14 1,4 1,2 0,7 26,6 27,2 2,5 97,5 6,3 1,5 7,8 80,6 19,4 130,0
15 0,3 0,4 0,2 12,7 12,9 1,3 98,7 1,9 4,4 6,3 30,4 69,6 105,0
16 0,3 0,4 0,1 15,4 15,5 0,4 99,6 1,9 0,9 2,8 67,4 32,6 -
17 0,3 0,3 0,3 10,6 10,9 2,5 97,5 2,0 1,3 3,3 60,5 39,5 89,9
18 0,7 0,8 0,2 7,3 7,4 2,2 97,8 1,8 1,0 2,8 64,2 35,8 -
19 3,0 1,7 0,2 12,6 12,8 1,9 98,1 2,0 0,6 2,6 77,2 22,8 69,4
20 0,9 0,7 0,4 11,9 12,3 3,4 96,6 2,0 0,9 2,8 70,0 30,0 79,4
21 0,5 0,4 0,2 17,1 17,3 1,1 98,9 1,3 1,3 2,6 51,4 48,6 80,0
22 0,2 0,3 0,2 41,0 41,2 0,5 99,5 1,9 1,0 2,9 65,3 34,7 81,8
23 0,3 0,2 2,8 33,3 36,1 7,9 92,1 4,5 0,7 5,2 87,3 12,7 87,8
24 0,8 0,8 0,1 13,8 13,9 0,8 99,2 2,7 7,3 10,0 26,9 73,1 94,1
25 1,2 1,2 0,3 44,6 44,9 0,7 99,3 2,7 6,4 9,1 29,5 70,5 -
28 0,4 0,4 0,6 13,1 13,7 4,6 95,4 1,8 1,6 3,5 53,1 46,9 77,8
29 0,4 0,5 0,2 7,5 7,7 2,0 98,0 4,7 5,0 9,6 48,4 51,6 -
30 1,4 0,6 0,2 10,7 10,9 2,2 97,8 8,7 6,2 14,9 58,3 41,7 79,7
32 1,3 0,3 0,9 12,2 13,1 6,6 93,4 8,3 14,6 22,9 36,4 63,6 80,1
34 1,4 1,2 0,5 31,1 31,6 1,4 98,6 4,8 4,3 9,1 53,1 46,9 86,7
35 1,0 0,7 0,6 36,4 37,0 1,6 98,4 7,3 14,0 21,3 34,4 65,6 79,1
36 0,4 1,0 0,7 33,9 346 2,0 98,0 6,0 9,3 15,3 39,3 60,7 -
39 0,3 0,4 0,9 49,1 50,0 1,8 98,2 7,3 6,1 13,5 54,5 45,5 67,8
41 1,3 0,8 0,4 34,8 35,2 1,1 98,9 51 5,2 10,4 49,6 50,4 -
43 1,1 0,9 0,3 22,1 22,4 1,3 98,7 0,9 16,1 17,1 5,5 94,5 82,5

El Rincon-El Rincdn-Golfo San Jorge, 2012

44 1,2 0,9 0,2 1,7 1,9 12,0 88,0 13,7 32,0 45,6 30,0 70,0 63,1
43 4,1 0,8 0,3 3,4 3,6 7,0 93,0 3,4 17,9 21,4 16,1 83,9 75,2
45 1,4 0,7 0,2 3,3 3,5 4,9 95,1 0,3 4,7 5,0 5,4 94,6 69,8
46 1,6 0,9 0,2 3,4 3,6 5,2 94,8 16,6 8,9 25,5 65,2 34,8 82,2
47 2,8 1,2 0,3 14,7 15,0 1,8 98,2 0,5 1,0 1,5 34,3 65,7 84,0
48 1,2 1,1 0,4 2,8 3,2 11,4 88,6 5,4 3,7 9,1 59,3 40,7 -
49 2,6 1,7 0,2 4,3 4,5 4,9 95,1 17,6 17,5 35,1 50,1 49,9 74,3
50 1,2 1,3 0,3 3,7 4,0 8,2 91,8 2,7 10,5 13,2 20,5 79,5 69,6
51 1,3 1,1 0,1 3,7 3,8 3,5 96,5 30,3 2,2 32,5 93,2 6,8 82,8
52 1,62 1,69 0,21 2,91 3,12 6,83 93,17 4,32 2,43 6,76 63,97 36,03 -
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ANEXO I - CAPITULO 4

Datos de componentes quimicos organicos en la zona de El Rincén.

Zona Estaci6 DFCHO DCCHO TDCHO %DFCHO a %DCCHO a DFAA DCAA TDAA %DFAA a %DCAA DOC
n UM-C uM-C uM-C TDCHO TDCHO uM-C uM-C uM-C TDAA a TDAA uM-C
1 4,4 4,7 9,1 48,5 51,5 - - - - - -
3 7,8 14,4 22,3 35,2 64,8 0,5 5,4 5,9 8,5 91,5 -
gC 7 7,1 2,0 9,1 77,9 22,1 0,6 8,6 9,3 7,0 93,0 73,0
8 10,1 1,4 11,5 87,7 12,3 0,6 16,4 17,0 3,5 96,5 115,0
9 10,6 1,5 12,1 87,5 12,5 1,0 13,7 14,7 6,7 93,3 75,0
Media 8,0 4,8 12,8 67,4 32,6 0,7 11,0 11,7 6,4 93,6 87,7
DE 2,5 5,5 5,5 24,1 24,1 0,2 5,0 5,1 2,1 2,1 23,7
2 3,2 5,6 8,8 36,3 63,7 0,3 15,6 15,9 2,0 98,0 108,0
4 12,1 10,2 22,3 54,3 45,7 0,2 51 5,3 4,1 95,9 92,0
aT 6 6,6 2,8 9,4 70,1 29,9 0,3 3,4 3,7 7,9 92,1 74,0
20 5,1 1,9 7,1 73,0 27,0 0,4 7,0 7,4 5,2 94,8 70,0
27 2,7 3,8 6,5 41,9 58,1 0,3 17,9 18,2 1,6 98,4 266,0
Media 5,9 4,9 10,8 55,1 44,9 0,3 9,8 10,1 4,2 95,8 122,0
DE 3,8 3,3 6,5 16,4 16,4 0,1 6,5 6,5 2,5 2,5 81,9
gPM 14 6,1 3,9 10,0 60,9 39,1 0,3 14,6 14,9 2,0 98,0 72
18 7,4 5,7 13,0 56,5 43,5 0,2 9,8 10,1 2,1 97,9 -
Media 6,7 4,8 11,5 58,7 41,3 0,3 12,2 12,5 2,1 97,9 72
DE 0,9 1,2 2,1 3,1 3,1 0,1 3,4 3,4 0,1 0,1 -
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ANEXO II - CAPITULO 4

Datos de abundancia de los principales grupos de bacterias en la zona de El

Rincon.

7ona  Estacion CF B} Alfa ] Beta»1 Gama}1 EUB_1

(celmL™) (celmL™) (celmL™) (CelmL™) (celmL™)

3 5,5e+04 7,6E+04 4,1E+04 2,7E+04  9,1E+05

oC 7 3,9e+04 1,0E+05 6,5E+04 7,6E+04 7,6E+05

8 1,2E+05 5,3E+05 6,4E+04 2,4E+05 1,1E+06

9 3,7E+04  1,3E+05 2,9E+04 2,0E+05 5,9E+05

2 1,5E+05 2,0E+05 7,2E+04 3,9E+04 1,5E+06

oT 4 1,7E+05 3,6E+05 5,1E+04 1,1E+05 1,3E+06

6 5,5E+04 2,4E+05 4,7E+04 6,8E+03 1,6E+06

20 2,1E+05 2,0E+05 5,0E+04 2,0E+04 5,1E+05

Media 1,1E+05 2,3E+05 5,3E+04 9,1E+04 1,0E+06

DE 6,8E+04  1,5E+05 1,4E+04 8,8E+04  4,1E+05

DAPI EUB

Estacion %CF %Alfa %Beta %Gama %Total %EUB %CF %Alfa %Beta %Gama %Total
3 7,4 12,3 3,0 1,7 24,4 60,3 12,40 204 4,9 2,9 40,6
7 49 16,4 6,6 6,3 34,2 61,9 7,82 256 10,4 10,7 54,6
8 12,4 59,9 5,6 19,5 97,3 90,5 13,25 66,0 5,8 20,3 105,4
9 6,6 24,3 4,0 18,9 53,8 55,2 11,86 41,9 7,2 31,4 92,4
2 11,3 31,7 5,7 1,7 504 61,0 19,79 51,3 8,7 2,7 82,5
4 12,0 34,4 4,5 7,8 58,8 71,8 18,70 49,4 6,5 11,4 86,0
6 3,6 22,0 3,1 0,4 29,1 58,9 6,39 35,6 5,0 0,6 47,6
20 21,4 40,0 7,3 2,4 71,0 76,3 29,17 53,1 9,5 3,1 94,9
Media 9,9 30,1 5,0 7,3 52,4 67,0 149 42,9 7,2 10,4 75,5
DE 57 152 1,6 7,7 24,1 11,8 7,4 152 2,1 10,7 24,3
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ANEXO III - CAPITULO 4

Coeficiente de correlacion de Spearman entre composicién quimica de DOC,
propiedades fluorescentes de DOM y nutrientes inorganicos en El Rincén.

Variable Variable n Spearman p-valor|Variable Variable n Spearman p-valor
Clo-a  Temperatura 12 0,71 0,010 BIX DFAA 11 0,69 0,018
Feo Temperatura 12 0,71 0,010 BIX DCCHO 12 -0,6 0,039
Feo Clo-a 12 0,94 0,000 BIX C 12 0,62 0,032
Gama ID 8 0,89 0,003 BIX M 12 0,79 0,002
Alfa CF 8 0,79 0,020 BIX T 12 0,8 0,008
EUB CF 8 0,77 0,027 HIX  Temperatura 12 0,61 0,036
DCAA ID 11 0,73 0,021 HIX DFAA 11 -0,63 0,038
TDAA ID 11 0,72 0,013 HIX DFCHO 12 -0,7 0,012
TDAA DCAA 11 1 0,000 DOC Temperatura 9 0,73 0,027
DCCHO Salinidad 12 -0,63 0,028 DOC DCAA 9 0,7 0,037
DCCHO DFAA 11 -0,62 0,043 DOC TDAA 9 0,7 0,036

THCHO Beta 8 -0,74 0,035 DIN DFCHO 12 -0,69 0,013

THCHO DFCHO 12 0,86 0,000 DIN THCHO 12 -0,71 0,009

A DFAA 11 0,76 0,007 DIN DOC-iden 12 -0,76 0,004
DOC-iden DFCHO 12 0,61 0,036 NO; THCHO 12 -0,78 0,003
DOC-inde THCHO 12 0,59 0,043 NO; DOC-iden 12 -0,69 0,013

C DFAA 11 0,82 0,002 NO; M 12 0,62 0,032

C A 12 0,99 0,000 NO; DIN 12 0,78 0,003

M DFAA 11 0,82 0,002 Si Temperatura 12 0,63 0,028

M A 12 0,91 0,000 Si DFCHO 12 -0,59 0,045

M C 12 0,95 0,000 Si THCHO 12 -0,67 0,017

B CF 8 -0,73 0,041 Si A 12 0,64 0,025

B Alfa 8 -0,81 0,015 Si C 12 0,64 0,024

B EUB 8 -0,77 0,025 Si M 12 0,62 0,031

B DFAA 11 0,71 0,014 Si NO; 12 0,77 0,003

B A 12 0,76 0,004 PO, THCHO 12 -0,68 0,015

B C 12 0,75 0,005 PO, DOC-iden 12 -0,66 0,019

B M 12 0,64 0,025 PO, DIN 12 0,75 0,005

T DFAA 11 0,76 0,006 PO, NO; 12 0,86 0,000

T A 12 0,85 0,000 PO, Si 12 0,82 0,001

T C 12 0,89 0,000 NH4 DFCHO 12 -0,67 0,018

T M 12 0,95 0,000 NH4 DOC-iden 12 -0,69 0,014

T B 12 0,69 0,013 NH4 DIN 12 0,77 0,003
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