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Resumen

La movilidad es un aspecto ecoldgicamente relevante para distintas actividades del
zooplancton (locomocion, alimentacion, apareamiento, etc.). Las poblaciones expuestas a la
radiacion ultravioleta solar (RUV, 280-400 nm) podrian sufrir efectos negativos si dichas
actividades se vieran afectadas o disminuidas en los individuos.

El objetivo general de esta Tesis de es estudiar de los efectos sub-letales de la RUV solar en
el alimento, movilidad y alimentacion de crustaceos zooplanctonicos.

Se estudiaron dos especies de crustaceos, ambos representativos de sus ambientes (el
cladécero Daphnia spinulata y el copépodo Acartia clausi). El enfoque fue experimental,
exponiendo los organismos a RUV solar y midiendo variables relacionadas con en el alimento,
movilidad y alimentacion segln el caso. Para el claddcero, se realizaron los estudios a lo largo de
un afio, complementéndolos con datos y de su ambiente éptico, composicién de especies de
alimento, etc.

La RUV fue mas importante en la alimentacion que en la movilidad. La radiacién visible
(PAR, 400-700 nm) aparecié como un notable factor ambiental, por ejemplo inhibiendo la
fotosintesis del alimento de D. spinulata, lo cual junto con la presion de pastoreo provocé una
modificacién sustancial a lo largo del afio de la comunidad de fitoplancton en su habitat. La
radiacion solar (PAR) y la biomasa algal, entre otros factores, modificaron la movilidad de D.
spinulata a lo largo del afio, y RUV no mostro efectos significativos con la metodologia utilizada.
En cambio, en exposiciones a la radiacion solar durante el otofio, A. clausi mostré mayores tasas de
ingestién cuando no habia recibido RUV previamente y este efecto podria estar modulado por la
historia previa (de luz y alimentacion).

La RUV y la presidn de pastoreo de los consumidores pueden actuar en conjunto,
determinando las especies disponibles en determinado momento y por ende la oferta de alimento
para D. spinulata. La movilidad del cladécero es dificil de predecir al estar gobernada por un grupo
de variables ambientales que interacttan, por lo cual la RUV como factor Unico no parece tener
gran preponderancia, aunque la luz visible mantiene su importancia en distintos procesos del
ecosistema. En cambio, una menor alimentacién de los organismos previamente expuestos a la
RUV natural (como el caso de A. clausi y distintos copépodos superficiales) podria tener
implicancias en la poblacién durante la primavera/verano (mayor radiacion), si la menor
alimentacion se traduce en un menor crecimiento o reproduccion.

Dado que las respuestas en general fueron muy influenciadas por las variables ambientales,
una futura linea de estudio prometedora es la investigacion acerca de interacciones entre distintos
factores. Un ejemplo, en el marco del cambio climatico, seria el efecto combinado de laRUV y la

temperatura en el plancton, para lo cual la presente Tesis puede servir como estudio de base.



Abstract

Motility is an ecologically relevant aspect for zooplankton activities such as locomotion,
feeding, mating, etc. Those populations exposed to solar ultraviolet radiation (UVR, 280-400 nm)
could be affected if UVR impaired or depressed such activities.

The general objective of this Thesis is to study the sub-lethal effects of UVR on prey,
motility and feeding of zooplanktonic crustaceans.

Two crustacean species were investigated, both representatives of their natural environment
(the cladoceran Daphnia spinulata and the copepod Acartia clausi). An experimental approach was
taken, exposing the individuals to UVR and measuring variables related to their preys, motility and
feeding activity, in different cases. For D. spinulata, a time-series was built, complementing data
with more observations from their optical environment, prey community composition, etc.

Ultraviolet radiation appeared as more important in feeding than in motility measurements.
Visible radiation (PAR, 400-700 nm) acted as a notable environmental factor, e. g., inhibiting
photosynthesis of D. spinulata preys, which in turn (together with the grazing pressure) produced a
remarkable change in phytoplankton community along the year in the habitat lagoon. Solar
radiation (PAR) and algae biomass, among other factors, modified the motility variables of D.
spinulata through the year, and the UVR did not show significant effects with the methods used
here. On the contrary, in exposures to solar radiation during autumn, A. clausi showed higher
ingestion rates when UVR was blocked with filters. This effect might be modulated by the previous
history (light and food).

UVR and consumers grazing pressure can act together to determine the phytoplankton
species available, and therefore the available food, at any certain moment in their habitat. Motility
of D. spinulata is difficult to predict, since it seems to be governed by a group of interacting
environmental variables, so UVR has little effect as an individual factor (although PAR plays an
important role in several processes). On the other hand, the impaired feeding activity of organisms
that received natural UVR (e. g., A clausi and other surface-living copepods) could have
consequences in the population during spring/summer (i. e., higher radiation) if the decrease in
ingestion finally translates in slower growth, lower egg production rates, etc.

Since the observed responses were, in general, highly influenced by environmental
variables, an exiting future line of research would be the study of interactions between these
variables. One example, in the frame work of global change, is the combined effect of UVR and

temperature on plankton, so the present Thesis could serve as a base-line study.
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Capitulo 1

Generalidades

Relevancia ecoldgica del zooplancton

La palabra plancton se origina en la particula griega plankto, que significa 'errante’
y fue utilizada por primera vez por el aleméan Victor Hensen (1835-1924) en 1887. A
diferencia del fitoplancton (vegetales planctonicos) y bacterioplancton (bacterias
planctonicas), el zooplancton comprende a los organismos eucariotas heterotrofos que
habitan en la columna de agua. El modo de alimentacion de estos animales puede ser
herbivoro, carnivoro, omnivoro, o detritivoro. Algunas especies forman parte del
zooplancton Unicamente durante determinado estadio de su ciclo de vida (especies
meroplanctdnicas), mientras que otras especies desarrollan su ciclo de vida integramente
como parte del plancton (especies holoplancténicas). El rango de tamarios de los
organismos zooplanctonicos es enorme: desde micrometros (nanoplancton, 2-20 um) hasta
metros (megaplancton, 20-200 cm) (Sieburth et al. 1978).

Los crustaceos presentes en el zooplancton, especialmente los copépodos
(Crustacea: Copepoda) y cladéceros (Crustacea: Anomopoda), suelen ser muy abundantes y
comprenden al menos una gran parte de la biomasa zooplancténica y por lo tanto una
porcion significativa de la produccion secundaria de los ambientes que habitan, lo cual les
confiere una dominancia funcional (Nielsen y Sabatini 1996; Lampert y Sommer 1997;
Atkinson 1998; Moss 1998). En términos generales, el rol ecolégico de un organismo esta
mayormente determinado por su posicion e importancia en la red trofica. Las
caracteristicas decisivas para ello son: el tamafio corporal, sus tipos de alimento y el modo
de alimentacion (Lenz 2000). Al considerar el rango de tamafios del zooplancton
conjuntamente con sus modos de alimentacion y distribucion/abundancia, se hace evidente
la enorme trascendencia de estos organismos en la transferencia de energia dentro de la red
tréfica y el flujo de nutrientes en el ecosistema. Por lo tanto, es de suma importancia
adquirir conocimientos acerca de los distintos factores que puedan de alguna manera
condicionar los aspectos ecoldgicos de este grupo de organismos. En principio esto ha

motivado numerosos estudios ecologicos y la continua investigacion sobre el zooplancton
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probablemente seguird contribuyendo al desarrollo de nuevos conceptos y paradigmas
(Lampert 1997).

Movimiento del zooplancton

Si bien la etimologia del término plancton transmite una idea de organismos a la
deriva, muchos organismo pertenecientes al zooplancton tales como copépodos y
claddceros tienen la capacidad de moverse activamente en la columna de agua,
independientemente de las masas de aguas que habitan (Yamazaki y Squires 1996). A su
vez, la capacidad de estos organismos de respirar y alimentarse esta estrechamente
relacionada con el movimiento de los apéndices filtradores. Estos tipos de movimientos se
pueden abarcar con el término general de movilidad y suelen estar muy relacionados entre
si. El movimiento individual en una o méas de estas formas es una actividad permanente en
cladoceros y copépodos, inclusive en muchos estudios se considera muerto a un organismo

que no se mueve (Antunes et al. 2004).

Locomocidn y apéndices filtradores

Los movimientos de locomocidn del zooplancton comprenden el desplazamiento
del individuo en su espacio tridimensional y estos movimientos son activos, realizado a
expensas de un gasto energético que proviene de las funciones metabolicas. Usualmente,
sobre todo en copépodos y claddceros, los movimientos de alimentacion y de locomocion
estan estrechamente relacionados (Gill y Poulet 1988). Esto es principalmente debido a que
gracias a la utilizacion de los apéndices toracicos, muchos copépodos son capaces de crear
corrientes de agua (corrientes de alimentacion) en su entorno inmediato (es decir en
distancias del mismo orden de magnitud que sus dimensiones corporales) y dichas
corrientes actian con un doble propdsito: por un lado, propulsan el centro de masa del
individuo provocando su desplazamiento y por otro lado facilitan el acercamiento (y
eventual contacto) de las particulas suspendidas en el agua (o presas) con los apéndices
bucales (Strickler 1977; Bundy et al. 1998; Bundy y Vanderploeg 2002).
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Por ejemplo, se ha estudiado que los copépodos pueden tener distintos modos de
comportamiento alimentario, de acuerdo al movimiento y tipo de estrategia para el
encuentro de la presa. Para dar algunos ejemplos, el copépodo predador Tortanus
discaudatus se mueve aleatoriamente hasta que por medio de un estimulo tactil detecta a la
presa (Ambler y Frost 1974). Estudios realizados con Skistodiaptomus oregonensis
muestran que las corrientes de bajas velocidades que crea el copépodo no s6lo aumenta la
probabilidad de encuentro con la presa por medio de una mayor tasa de contacto directo,
sino que también aumenta la probabilidad de detectar y capturar una presa distante con una
capacidad de escape bien desarrollada (Bundy y Vanderploeg 2002). Otros tipos de
comportamiento incluyen formas variables que se pueden catalogar dentro de determinados
“modos” (figura 1), que van desde el modo “crucero” (natacion a velocidad
aproximadamente constante, mas relacionado con una alimentacién de ataque a presas
moviles), al modo totalmente estacionario (mas relacionado con una alimentacién por
filtracion de las particulas suspendidas en el agua). Se han encontrado tipos de
desplazamientos circulares rapidos, que no son muy corrientes y tendrian como objeto
barrer un volumen de agua pequefio en un muy corto tiempo (Mazzocchi y Paffenhofer
1999).

Tendencia al comportamiento “crucero”

Mede Mede “crucers” con Medo
estacionari o descensos espordadicos “crucers”
= constante
=1
-+
=g
o
£ £
@ E Uso de las corrientes de alimentacién
8 = —
=
e Meode Mede
8. = “filtrador”™ de “predador”™
= =} particulas en
= g suspensidn
© =
=
Tendencia al comportamiento de ataque de presa
Modo pasive de Modo de ataque
captura activo ala presa
= . . L .
=5 Tendencia a la alimentacién carnivora
=
- =
™
= E E=zclusivamente Crnnivoro E=zclusivamente
= herbivore carnivoro

Figura 1. Esquema de las categorias de movimientos relacionados con la

alimentacion en copépodos calanoideos (adaptado de Greene 1988)



Capitulo 1 Pagina 4

En el caso de los claddceros, tales como Daphnia sp. 0 Moina sp., la locomocién no
esta tan estrechamente ligada a la alimentacion, dado que dichas funciones se realizan con
apéndices distintos. El desplazamiento en el espacio se realiza a través del segundo par de
antenas, mientras que la funcion “filtradora” esta a cargo del resto de los apéndices
toracicos (figura 2).

TSetas de |a gantas
postabdominal e

-

‘L\Espina caudal

Figura 2. Anatomia general de un cladécero del género Daphnia (dibujo esquematico a la izquierda;
fotografia de D. spinulata a la derecha) mostrando las estructuras mas notorias para la locomocion y
captura de alimento.

El desplazamiento (generalmente intermitente o bien continuo pero no sostenido por
periodos mayores a unos cuantos segundos) se realiza mediante la agitacion del segundo
par de antenas, que impulsa el cuerpo hacia adelante. Es comun que estos organismos
presenten el eje mayor del cuerpo en forma vertical, por lo que la propulsién se realiza
hacia arriba. Inmediatamente después de este impulso, el individuo se hunde cierta
profundidad, hasta que vuelve a subir con otro batido del segundo par de antenas. Este
movimiento intermitente de “sube y baja” se asemeja a una serie de “saltos”, lo cual ha
dado a muchos claddceros del género Daphnia el nombre popular de “pulga de agua” y
posee varias implicancias ecolégicas (Gries et al. 1999; Kramer y McLaughlin 2001). Al
ser tan caracteristico de los cladoceros, este comportamiento sirve para cuantificar en cierta
medida la locomocidn, por lo cual se utiliza en algunos trabajos que estudian el
comportamiento midiendo la tasa de hundimiento, la velocidad de natacion y los “saltos”
por segundo bajo distintos tratamientos (Gorski y Dodson 1996).
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Una de las funciones obvias de la movilidad en el zooplancton es la basqueda y
adquisicion de su fuente de energia. En lineas generales, es esperable que cuanto mas
especifico sea el recurso alimenticio requerido por un organismo, mas obligado estara éste a
habitar en “parches” de dicho alimento, o bien a utilizar su tiempo y energia en la busqueda
y discriminacion del alimento entre una mezcla de presas. Este es uno de los costos de la
especializacion (Begon et al. 2006). Sumado a esto, puede argumentarse que si el
organismo tiene que moverse para buscar su comida, entonces un factor que afecte su
movilidad tiene efectos potenciales también en su alimentacidn, aunque no necesariamente
tenga efectos significativos en los sub-procesos involucrados (tales como deteccion,

adquisicién, manipulacion, ingestion, digestion, etc.).

Migracion vertical

Otro tipo de desplazamiento de importancia ecologica en el zooplancton es el
cambio de distribucion vertical en la columna de agua, es decir la migracion vertical. Es
comun observar que especies tanto marinas como dulceacuicolas presentan mayores
densidades en las capas superficiales durante las horas de la noche y menores densidades
durante las horas de mayor radiacion solar (Alekseev 2004). Todavia no se ha llegado a un
consenso total acerca de la causa principal que provoca esta migracion vertical, pero los
estudios apuntan a dos factores mas importantes: la predacion visual y la radiacion

ultravioleta (Ringelberg y Van Gool 2003).

Durante las horas de luz, los individuos zooplanctonicos que permanezcan en la
superficie seran mas visibles, lo cual aumenta la probabilidad de ser detectado por un
predador visual (como un pez o un ave). Asimismo, durante el dia, las capas superficiales
del cuerpo de agua estan expuestas a la radiacion ultravioleta (RUV, ver més abajo), con
sus potenciales efectos nocivos (ver mas abajo). Por cualquiera de estas dos causas (o0 por
ambas conjuntamente), los individuos de zooplancton que presentan migracion vertical, al
parecer encuentran proteccion en las capas mas profundas de agua, donde pasan la mayor
parte del dia. Cabe destacar sin embargo que hay especies que no presentan migracion
vertical (Irigoien et al. 2004), o que presentan una migracion “inversa” (organismos que
migran hacia aguas superficiales durante las horas de luz y vuelven a capas mas profundas

durante la noche), presentan patrones mixtos (Young y Watt 1993; Cohen y Forward
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2005a; Cohen y Forward 2005b), o bien tienen distintas tendencias dentro de una misma
poblacién (King y Miracle 1995; Reede y Ringelberg 1998).

Radiacion ultravioleta en el medio acuatico

La energia que hace posible la existencia de la vida en la Tierra tal como la
conocemos proviene del Sol y se propaga a través del espacio en forma de radiacion
electromagnética, que comprende un amplio rango de longitudes de onda (). Esta
radiacion es filtrada por diversos componentes atmosféricos, de manera tal que s6lo una
fraccion de la radiacion que llega a las capas superiores de la atmésfera alcanza finalmente
la superficie terrestre (Madronich 1993). Dicha radiacion puede subdividirse segun su
longitud de onda y clasificarse en los siguientes rangos: la radiacion ultravioleta B (UVB),
con valores de A entre 280 y 320 nanometros (nm); la radiacion ultravioleta A (UVA, A
entre 320 y 400 nm) y la luz visible o radiacién fotosintéticamente activa (PAR, sigla en
Inglés de photosynthetic active radiation), con valores de A entre 400 y 700 nm. Las
longitudes de onda mayores a 700 nm forman parte de la radiacion infrarroja, que transmite

energia solar en forma de calor.

La radiacion PAR es la responsable de la fotosintesis de los vegetales y rige una
gran cantidad de procesos naturales. La radiacion UVA incidiendo sobre tejidos biologicos
puede inducir la generacién de formas reactivas de oxigeno (radicales libres, denominadas
colectivamente “ROS” por su nombre inglés, reactive oxygen species). Estas ROS a su vez
pueden provocar una cadena de reacciones quimicas que terminan causando un dafio
considerable (Friedberg et al. 1995; Vincent y Neale 2000). La radiacién UVB, dada su
corta longitud de onda, tiene la capacidad de poder interactuar con las estructuras
moleculares del material genético (ADN) de manera tal que posee, entre otros, efectos
mutagénicos potencialmente peligrosos para los seres vivos (Mitchell y Karentz 1993).
Esta radiacion es filtrada o atenuada por un componente de la atmdésfera: el 0zono
estratosférico. Una vez que la radiacion solar atravesé la atmosfera e incide en la superficie
del cuerpo de agua considerado, se observa que la columna de agua acta como un filtro
oOptico, atenuando diferencialmente la radiacion y modificando sustancialmente la

penetracion de la energia de las distintas longitudes de onda. A su vez, esta atenuacion
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diferencial esta determinada por caracteristicas Opticas del agua y de los materiales
disueltos o suspendidos en ella, tales como materia orgénica disuelta, material particulado,
etc. (Kirk 1994; Hargreaves 2003). Las aguas oceanicas extremadamente claras permiten la
penetracion de la RUV hasta profundidades de decenas de metros, por ejemplo hasta 38 m a
340nm, 46 m a 375 nm, etc. (ver mas ejemplos en Tedetti y Sempere 2006). En el otro
extremo encontramos las aguas con una mayor carga de materia organica disuelta (muchas
veces eutroficas) en las que la radiacion llega solo hasta unos pocos centimetros debajo de
la superficie (Morris et al. 1995; Arts et al. 2000; Bracchini et al. 2004)

A partir del descubrimiento del fenémeno luego conocido como “agujero de ozono”
en la Antartida causado por la actividad humana (Farman et al. 1985; Rowland 2006), se
aumento el énfasis internacional en la investigacion acerca de los posibles efectos
bioldgicos de la radiacion ultravioleta en los ecosistemas, incluso produciéndose reportes
periodicos para el Programa de Medioambiente de las Naciones Unidas (UNEP) (ver por
ejemplo Hader et al. 1998). Estudios posteriores sugirieron que el “agujero” de ozono
puede extender su influencia y causar perturbaciones en latitudes medias (Atkinson et al.
1989). En el caso de Sudamérica, estas disminuciones de ozono han sido documentadas
directamente durante cortos periodos (dias) en latitudes de hasta 30°S (Kirchhoff et al.
1996) y estimadas a partir del aumento concomitante de UVB en latitudes de hasta casi
38°S (Orce y Helbling 1997).

Cada organismo acudtico puede estar expuesto a la RUV durante distintos periodos
de tiempo: a lo largo de su ciclo vital completo (como un coral de aguas poco profundas),
durante parte de su ciclo diario (por ejemplo un organismo plancténico con migracion
vertical) o bien durante parte de su desarrollo (por ejemplo una langosta que tiene estadios
larvales plancténicos). Entre otros efectos generales, la exposicion a la RUV solar puede
reducir la productividad, afectar la reproduccion y desarrollo e incrementar la tasa de
mutacion del fitoplancton, macroalgas, huevos y larvas de distintos animales acuaticos
(Héder et al. 2007). Algunos organismos disponen de un sistema molecular de reparacion
especifico para las mutaciones provocadas por la RUV en el ADN. Este mecanismo utiliza
energia de la radiacion PAR/UVA para revertir directamente la lesion en el material
genetico. Este proceso esta mediado por una enzima, la fotoliasa y se denomina reparacion
foto-enzimatica o fotorreparacion (Mitchell y Karentz 1993; Banaszak 2003). Muchas

veces el efecto neto de la RUV depende de la relacion RUV/PAR, es decir de la relacién
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entre la energia que dafia vs. la que “repara” el ADN. Esta relacion en el medio acuético
puede variar no s6lo de acuerdo a la nubosidad, sino también dentro de la columna de agua
debido a la absorcion y propiedades Opticas ya mencionadas y por supuesto a la

profundidad.

Mediante el uso de bio-dosimetros, se han medido efectos de la RUV en
profundidades considerables como 16 metros (Tedetti y Sempere 2006) y 30 metros
(Karentz y Lutze 1990). Hoy en dia, se considera que la RUV es un factor de estrés en las
comunidades naturales, independientemente del “agujero de ozono” antartico, e incluso los
resultados de las investigaciones hasta la fecha sefialan a la RUV como un factor mas
importante de lo que se pensaba anteriormente como un determinante en la estructura de las
comunidades acuaticas (ver mas referencias en Hader et al. 2007). Sumado a esto, los
efectos son diferentes segln la especie considerada y es dificil hacer extrapolaciones a un
sistema natural de poblaciones ya que es necesario estudiar la sensibilidad diferencial de los
organismos y los factores que puedan modificar la aclimatacion de las especies a la

radiacion solar (Villafafie et al. 2001).

Efectos de la RUV en el zooplancton

Las radiacion ultravioleta natural puede afectar negativamente a los consumidores
primarios (Hader et al. 1998). Los efectos de la RUV en organismos zooplancténicos son
muy variados y han sido estudiados activamente en las Gltimas décadas. Probablemente las
primeras investigaciones en fotobiologia del zooplancton comprenden el estudio de las
respuestas mas simples de algunos crustaceos pelagicos a la luz (Davenport y Lewis 1899;
Clarke 1930; Clarke 1932; Lincoln 1971; Stearns 1975; Luecke y O'Brien 1983). En la
mayoria de estos estudios, la radiacion podia ser percibida por los sistemas sensoriales del
individuo (Young 1974; Stearns 1975). En la actualidad, se reconoce que los efectos de la
radiacion solar distan mucho de ser cabalmente comprendidos y dependen en gran medida
de otros factores ambientales que pueden interactuar con la RUV ya sea del medio externo
(temperatura, cubierta de nubes, penetracién de la radiacién en la columna de agua, etc.) o
del medio interno (compuestos protectores, capacidad de fotorreparacion, capacidad de
detectar la radiacion dafiina, vulnerabilidad al dafio inducido por la RUV etc.). A nivel de
comunidades, los efectos subletales de la RUV podrian afectar a la poblacién debido a

cambios individuales en procesos bioldgicos tales como crecimiento, reproduccion,
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supervivencia de juveniles y la capacidad para hacer frente a alimento de distintas calidades
(Zellmer et al. 2004). Esto hace que los efectos a largo plazo de la UVB en poblaciones
naturales de fitoplancton y zooplancton sean dificiles de predecir (De Lange y Lirling
2003). En términos generales, los estudios indican que la RUV puede afectar a los
ecosistemas en un espectro mas amplio de condiciones si se compara con los resultados de
experimentos de mortalidad solamente (Cooke et al. 2006; Fischer et al. 2006). A

continuacion se brindan algunos ejemplos generales en el zooplancton.

Efectos de la RUV en el zooplancton: mortalidad / viabilidad

Las estrategias posibles disponibles para el zooplancton ante la RUV han sido
revisadas por Zagarese y Williamson (1994), quienes basicamente propusieron tres posibles
respuestas ante la amenaza de los efectos dafinos de la RUV: 1) la respuesta
comportamental (evitar el dafio), 2) la utilizacion de pigmentos fotoprotectores (minimizar
el dafio) y 3) la reparacion de las biomoléculas dafiadas (reparacion del dafio) (Zagarese y
Williamson 1994). La mayor parte de los estudios se orientan comdnmente a aspectos
“evidentes” tales como la supervivencia del organismo en una o varias de sus fases de
desarrollo. De hecho, algunos investigadores sugieren que, de acuerdo a la transparencia
del agua, la RUV puede en algunos lagos jugar un papel significativo en la estructuracién
de las comunidades de zooplancton (Williamson et al. 1999; Williamson et al. 2001;
Marinone et al. 2006). En aguas del Golfo de St. Lawrence, Canada, por ejemplo, se
estudio el impacto de la RUV en el copépodo marino Calanus finmarchicus, el cual libera
sus huevos dentro de la zona eufética (permaneciendo éstos expuestos 1-3 dias a la
radiacion solar dentro de la capa superficial de mezcla). Experimentos con huevos de dicha
especie han demostrado que la RUV natural tiene efectos negativos en el porcentaje de
eclosion (Alonso Rodriguez et al. 2000a). Browman y otros (2003) cuantificaron el dafio al
material genético en estadios iniciales de C. finmarchicus y del bacalao y encontraron que
el dafio era mayor en los huevos que recibieron UVB para ambas especies. A la vez, el
dafo inducido por la RUV fue menor en el material genético de huevos que en el de larvas,
lo cual también sugiere una tolerancia diferencial desde el punto de vista ontogenético
(Browman et al. 2003). Sin embargo, en el mismo ambiente pelégico, las larvas de la
langosta Homarus americanus (un crustaceo meroplanctonico de importancia economica)
no mostraron mortalidad significativa debida a la RUV, aln cuando estuvieron expuestas a

condiciones equivalentes a la radiacion recibida a 1 m de profundidad durante 2 horas
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(cercanas al mediodia) en un dia de verano (Alonso Rodriguez et al. 2000b). Esto
demuestra que la sensibilidad a la RUV puede ser distinta para especies que cohabitan el
espacio pelagico al menos temporalmente. En el mismo golfo, la UVB solar tiene efectos
significativos en la viabilidad de los huevos del bacalao (Gadus morhua, pez de
importancia para las pesquerias regionales) cuando fueron incubados a 3 cm de profundidad
(Browman et al. 2000). Aarseth (2002) demostr6 que en experimentos con radiacion
artificial que la RUV puede provocar, en unos pocos dias, mortalidades del 100% de
individuos adultos del copépodo holopelagico Calanus finmarchicus, mientras que en el
copépodo ectoparasito Lepeophtheirus salmonis la tolerancia fue mayor. Ambas especies
aumentaron su supervivencia al proveerles radiacion PAR, lo cual demuestra que ambos
copepodos poseen la capacidad de fotorreparar (Aarseth y Schram 2002). Kane y Pomory
(2001) observaron para el copépodo harpaticoideo Tigriopus californicus de pozas
intermareales, que la mortalidad, al igual que el porcentaje de huevos eclosionados,
aumentaba con la creciente dosis de UVB. Dichos autores sugieren que la pigmentacion
juega un rol muy importante en la tolerancia tanto de los adultos como de los huevos (Kane
y Pomory 2001). Puestos en su contexto natural, la mayoria de estos resultados no son
catastroficos en terminos de mortalidad masiva; sin embargo la influencia indirecta de la
RUV (tales como los efectos sub-letales o efectos indirectos a través de una reduccion
nutricional del alimento) pueden llegar a ser mas importantes y queda mucho adn por
investigar en este sentido (Browman 2003).

Como ya se menciond, la atenuacion de la radiacion en la columna de agua
depende, entre otros factores, de los materiales presentes, tales como el carbono organico
disuelto (COD), la clorofila a, etc. En estudios con zooplancton de agua dulce en
Sudamérica, se ha encontrado por ejemplo una relacion inversa entre la concentracion de
COD y la mortalidad de los claddceros expuestos a RUV, mientras que los copépodos
pigmentados presentaron mayor tolerancia (de los Rios 2004; de los Rios 2005).
Resultados similares se obtuvieron al considerar la clorofila a (de los Rios y Soto 2005), lo
cual confirma desde el punto de vista biologico que ambos componentes (clorofilaa 'y
COD) modifican el ambiente dptico y pueden efectivamente interferir en la penetracion de
la RUV mediante un incremento en el coeficiente de atenuacion. Los organismos que
tienen la capacidad de migrar verticalmente en la columna de agua, pueden lograr en ciertos
casos evadir la RUV, lo cual otorgaria una ventaja a dichas especies. Por ejemplo Siebeck
y Bohm (1994) observaron diferencias en la tolerancia a la UVB (en términos de

mortalidad) en dos especies de claddceros, una que no realiza migracion vertical (Daphnia
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pulex) y otra que si la realiza (Daphnia galeata). Al estar incubadas en puntos fijos (tanto
bajo RUV natural como artificial), se observd el 100% de mortalidad de D. galeata en
valores de radiacion equivalentes a un dia despejado de verano. Por el contrario, los
individuos de D. pulex mostraron mortalidades 10 veces menores (Siebeck y Bohm 1994).
Otros investigadores también observaron una tolerancia diferencial, en dos especies de
copépodos que realizan migracion vertical en lagos de alta montafia (Cyclops abyssorum
tatricus de un lago alpino de Austria y Boeckella gracilipes de un lago andino de Chile).
Ambos lagos permitian una notable penetracion de la RUV y ambas especies presentaban
pigmentacion (carotenos). Sin embargo, C. abyssorum tatricus mostro una supervivencia
en verano y con dias despejados. B. gracilipes por el contrario fue menos tolerante: la
mortalidad se multiplicé por 5 cuando recibié UVB en incubaciones de 72 horas (Tartarotti
et al. 1999). La misma especie sin embargo mostré una menor tolerancia en otros estudios
(Zagarese et al. 1997; Tartarotti et al. 2000), lo cual aporta evidencias adicionales acerca de
las diferencias intra-especificas en la tolerancia a la RUV en distintos ambientes. Zellmer
(1998) observé en un lago subantartico que los individuos de Daphnia pulicaria incubados
a 8 cm de profundidad disminuian notablemente su mortalidad si se excluia la RUV y la
cantidad de neonatos aumentaba al excluir la UVB. Finalmente, otras especies como el
krill (Euphausia superba, eufausido antartico de enorme importancia econdémica) también
puede presentar mortalidad al ser expuesto a UVB, mientras que la UVA puede causar una

disminucion de la actividad del individuo (Newman et al. 1999).

Efectos subletales de la RUV en el zooplancton

En los estudios que documentan la mortalidad del individuo al ser expuesto a RUV,
se observa muchas veces que las curvas de supervivencia muestran un periodo de
“tolerancia” o baja mortalidad, antes de comenzar a mostrar signos apreciables de
mortalidad. Esto significa por un lado que el organismo puede tener una dosis de RUV a
partir de la cual la mortalidad comenzara a aumentar rapidamente (valor umbral de dosis),
pero tambien sugiere que cierta cantidad de dafio tiene que acumularse en el organismo
antes de ser desencadenada la mortalidad. En muchos casos se desconoce qué efectos
puede tener ese dafio acumulado subletal (Zagarese et al. 1998; Cywinska et al. 2000;
Aarseth y Schram 2002). A medida que se reconocia la importancia de la RUV en las
comunidades zooplanctdnicas, también se exploro la influencia de factores adicionales

(como la temperatura) y los trabajos que estudiaban otras variables (ademas de la
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mortalidad) se hicieron mas numerosos. A continuacion se mencionan algunos ejemplos de

efectos subletales de la RUV en el zooplancton.

Efectos subletales de la RUV en el zooplancton: fotorreparacion y temperatura

Cuando los organismos poseen los mecanismos de fotorreparacion, pueden
observarse mayores tasas de supervivencia en individuos expuestos a radiacion
“reparadora” ademas de la RUV, en comparacion con los tratamientos de UVB solamente.
La capacidad de fotorreparar puede aumentar la probabilidad de una produccion de
descendencia viable en Daphnia pulicaria y el rotifero Asplanchna girodi (Grad y
Williamson 2001). Glaucoma sp. y Cyclidium sp. (ciliados de agua dulce), mostraron
también una mayor supervivencia si se les permitia fotorreparar durante la exposicion a
UVB, siendo este efecto mas acentuado a 20°C para Glaucoma sp. que en otras
temperaturas (Sanders et al. 2005). La temperatura también aparece como un factor
determinante en la fotorreparacion para Daphnia pulicaria. MacFayden y otros (2004)
estudiaron la importancia relativa de la temperatura en la fotorreparacion de dicho
cladocero, partiendo de la premisa que el sistema enzimatico de la fotorreparacion es
dependiente de la temperatura. Los resultados confirman que a mayor temperatura, el
mecanismo de reparacion es mas eficiente y conlleva una mayor supervivencia. Estos
resultados implican que un organismo que depende en gran medida de la fotorreparacion,
estaria en desventaja ante altos niveles de UVB si vive en ambientes de bajas temperaturas
(MacFadyen et al. 2004). Sin embargo, otros investigadores habian encontrado que la baja
temperatura no afecto significativamente la sensibilidad a la RUV en especies de Daphnia
(que pueden fotorreparar) de ambientes frios (poblaciones los Alpes y el Artico) (Borgeraas
y Hessen 2000). La fotorreparacion también parece jugar un papel significativo en distintos
estadios del copépodo Sinocalanus tenellus. En esta especie, la UVB artificial tuvo efectos
negativos en la produccion de huevos y alimentacion, ademas de provocar mortalidad. Sin
embargo con la fotorreparacion se observé una considerable recuperacion de la
supervivencia y eclosion de huevos, siendo el efecto mas acentuado para los animales mas
jovenes (Lacunay Uye 2000). Efectos similares fueron observados en el copépodo marino
Acartia omorii, que también vio afectada negativamente por la UVB sus tasas produccion
de huevos, reclutamiento y alimentacion entre otros parametros (Lacuna y Uye 2001).

El cladocero Daphnia menucoensis (habitante de uno de los ambientes estudiados
en la presente tesis) posee una eficiente fotorreparacion como estrategia ante la RUV: al ser

expuesta a UVB solamente, esta especie mostré una notable mortalidad (Fig. 3), que se
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incrementa con la dosis UVB recibida (por ejemplo, 15% de mortalidad con 10 k m™
UVB), mientras que en presencia de PAR la mortalidad practicamente desaparece (Fig. 4).
Esto sugiere que D. menucoensis estaria adaptada (en términos de supervivencia del
individuo) a los valores de RUV que puede recibir normalmente en su ambiente (aprox. 40
kJ m™ un dia despejado de verano), en gran parte gracias a su capacidad de reparar el dafio
producido en el ADN por la RUV (Gongalves et al. 2002).
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Figura 3. Mortalidad de individuos del cladécero Daphnia menucoensis al ser

expuestos a dosis crecientes de UBV (modificado de Gongalves et al. 2002).
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Figura 4. Fotorreparacién en D. menucoensis. Las barras oscuras indican la
mortalidad observada cuando los individuos se irradiaron sélo con UVB, mientras
que las barras claras muestran la mortalidad cuando los individuos recibieron
también PAR. * p <0.05; ** p < 0.01 (Adaptado de Gongalves et al. 2002).
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Efectos subletales de la RUV en el zooplancton: reclutamiento de larvas

Otros organismos cuyas larvas permanecen temporalmente en la columna de agua
antes de asentarse definitivamente en el sustrato fijo son los corales. En experimentos
durante la época estival, Kuffner (2001) demostr6 que el asentamiento de larvas del coral
Pocillopora damicornis se vio mermado debido a la RUV solar en la Bahia de Kaneohe
(Hawai). Dichos experimentos indican bien que el asentamiento puede ser demorado por
las larvas (mediante cambios en el comportamiento) si los niveles de RUV son altos, o bien
que la RUV inhibe de alguna manera (mediante mecanismos fisioldgicos) el proceso mismo
del asentamiento definitivo en el sustrato. En cualquier caso, la mortalidad no fue
significativa, por lo cual este es un caso mas de efecto subletal en estos organismos
(Kuffner 2001). Estudios con otra especie (Porites astreoides) demuestran que las larvas
pueden detectar y evadir la RUV, por lo que la opcién mas probable del menor
asentamiento seria el efecto del comportamiento en respuesta a la RUV elevada (Gleason et
al. 2005)

Efectos subletales de la RUV en el zooplancton: antioxidantes

La actividad de una enzima antioxidante (catalasa) en poblaciones alpinas de
Daphnia longispina mostro una correlacion positiva con la absorbancia a 300 nm del agua
de cada poblacién, lo cual permite especular que la actividad enzimatica provee proteccion
antioxidante contra el peroxido de hidrégeno inducido por la RUV en dichos ambientes
(Borgeraas y Hessen 2002). A su vez, ha sido observado que la expresion de la catalasa
puede ser distinta en cladoceros y copépodos (Souza et al. 2007). Davenport y otros (2004)
documentaron en la costa de Irlanda el efecto protector de la pigmentacion en el copépodo
Tigriopus brevicornis, en el cual la astaxantina (pigmento correspondiente al grupo de los
carotenos que les confiere el color anaranjado) actuaria como proteccion (principalmente
como antioxidante) no so6lo en verano sino durante todo el afio. Dicho pigmento es
adquirido a través de la dieta (en este caso, Enteromorpha sp., fitoplancton y diatomeas
bentonicas) y les confiere mayor supervivencia al ser expuestos a RUV. Este es un caso
que evidencia los efectos de la bioacumulacioén de compuestos, necesarios para la

fotoproteccion, ingeridos a través del alimento (Davenport et al. 2004).
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Efectos subletales de la RUV en el zooplancton: alimentacion

El alimento puede tener efectos negativos para los consumidores si dicho alimento
ha sido expuesto previamente a RUV. Por ejemplo, al ser alimentada con células de
Cryptomonas sp. incubadas con UVB, Daphnia magna disminuye el tamafio de los
individuos maduros y produce menos juveniles (que a su vez tienen menor tolerancia a la
RUV), mientras que si se alimenta de Chlamydomonas (también irradiada con UVB), no
muestra ningun efecto significativo (De Lange y van Reeuwijk 2003). Asumiendo que
Daphnia no selecciona entre estas dos presas (Lampert 1987), esta propagacion del efecto
de la RUV através de la dieta provocaria efectos subletales que deprimen pardmetros
poblacionales del consumidor. Experimentos involucrando mas especies (de alimento y de
consumidores) demuestran que los resultados pueden ser mas complejos y dependientes de
cada especie/interaccion (De Lange y Lirling 2003). En su héabitat natural, tanto el
zooplancton como su alimento estan generalmente expuestos a la RUV. En estos casos,
también la RUV puede tener efectos directos en los organismos aungue estos no resulten en
la muerte del individuo. Por ejemplo, Daphnia pulex y Daphnia longispina (provenientes
de estangues con distintas transparencias a la RUV) puede presentar dafio en su tracto
digestivo, ain cuando muestran distintas tolerancias en términos de supervivencia. Los
efectos de la RUV en el tracto intestinal son més acentuados cuando el alimento también ha
sido expuesto a RUV (Zellmer et al. 2004). Sumado a esto, en los individuos expuestos a
RUV de D. pulex las enzimas digestivas (amilasa y celulasa) mostraron una actividad
levemente menor, lo cual sugiere que Daphnia expuesta a niveles subletales de RUV puede
experimentar una condicion similar a la poca o nula alimentacion (Zellmer et al. 2006).
Estos resultados dan lugar a la idea de que, al menos en algunas especies de zooplancton, la
RUV puede causar un dafio en el sistema digestivo mucho antes de que ocurra la
mortalidad, que probablemente sera en parte el resultado final de la malnutricién (Zellmer
et al. 2004).

Efectos subletales de la RUV en el zooplancton: respiracion

La respiracion es otro proceso metabolico que puede ser afectado por la RUV: en
experimentos con radiacion artificial, Fischer y otros (2006) observaron que la respiracion
de Daphnia catawba se veia inhibida en aprox. un 70% al ser expuesta s6lo a UVB,
mientras la respiracion aumentaba (aprox. un 30%) si los individuos eran expuestos a UVB
+ UVA + PAR. Estos autores sugieren que este aumento de la respiracion se debe, en

parte, a los costos metabdlicos de la fotorreparacion del dafio inducido por la RUV en los
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componentes celulares. Una posible consecuencia que se desprende de este estudio es que
la disminucion de la tasa respiratoria de estos cladoceros podria reducir drasticamente las
reservas energéticas disponibles para el crecimiento y la reproduccion, en especial cuando
estos “costos energéticos” son requeridos repetidas veces por ejemplo durante una serie de
dias consecutivos de altos niveles de RUV (Fischer et al. 2006). Al tratarse de procesos tan
fundamentales como el crecimiento y la reproduccién, puede especularse que ello tiene
potenciales implicancias en la dindmica poblacional. Una evidencia de ello parece darse en
lagos y estanques de altas latitudes (>69°N) de Finlandia, en los cuales un estudio revelo
que Daphnia sélo estaba presente en estanques con el suficiente contenido de materia
organica disuelta (COD) (en este caso, >5 mg I) y en los lagos se observé que a mayor
COD, menor pigmentacion corporal (melanina) tenian los individuos. Nuevamente se
desprende la idea de que si la sintesis de pigmentos requiere energia, 10s recursos
disponibles tienen que utilizarse para la proteccion contra la RUV (por ejemplo la sintesis
de melanina) en posible detrimento de la reproduccién y crecimiento (Rautio y Korhola
2002). También se han registrado efectos negativos de la UVB en los movimientos
respiratorios de larvas del “pez plano” Pleuronectes platessa expuesto a hipoxia (Freitag et
al. 1998) y un mayor consumo de oxigeno y actividad muscular a mayores irradiancias de

UVB en juveniles de la “trucha arco iris” (Oncorhynchus mykiss) (Alemanni et al. 2003).

Efectos subletales de la RUV en el zooplancton: migracion vertical

Con respecto a la orientacion espacial de la natacion, es sabido que muchas especies
de zooplancton pueden alterar su distribucion vertical en respuesta a la RUV. Por ejemplo
Daphnia pulicaria permanecio cerca de la superficie cuando se bloqueaba la RUV, pero
nadaba hacia aguas méas profundas cuando recibia la radiacion solar total (Leech y
Williamson 2001). De manera similar, varios organismos zooplanctonicos de un lago de
Pensilvania (Estados Unidos) tales como Daphnia catawba también evaden la RUV de la
superficie del lago, incluso cuando esto los lleva a estar mas expuestos a predadores
visuales, lo cual significa que la distribucidn vertical del zooplancton en este caso es la
resultante de la RUV vy la potencial vulnerabilidad a la predacién (Boeing et al. 2004).
Alonso y otros (2004) realizaron un estudio en tres lagos interconectados, con distintas
penetracion de la RUV en la columna de agua. En las muestras de los 2 lagos méas
transparentes, el porcentaje de la poblacion de zooplancton en aguas superficiales
disminuyd durante los meses de mayor radiacion, mientras que este patron no fue

observado en el lago menos transparente. Dicho comportamiento no tuvo correlacion con
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otros factores tales como la temperatura, comida o predadores, pero si con la irradiancia
RUV presente en las capas superficiales del lago, lo cual sugiere que este comportamiento
es un efecto directo de la RUV (Alonso et al. 2004). Estos comportamientos en los que los
cladoceros evitan las aguas superficiales altas en RUV estan parcialmente de acuerdo con
los estudios de Storz y otros (1998), quienes expusieron en el laboratorio al cladocero
Daphnia magna a RUV monocromatica y observaron una respuesta negativa (es decir que
los individuos escapaban de la fuente de radiacién). Sin embargo, los individuos se
acercaban a la fuente de radiacion si la radiacion era visible (Storz y Paul 1998). En la
naturaleza, la RUV vy la luz visible estan presentes al mismo tiempo, aunque puede variar su

proporcion relativa.

Si bien esta mencion de los trabajos no pretende ser una revision extensiva, es
suficiente para asegurar que hasta hoy existen abundantes evidencias para aseverar que la
RUV puede tener efectos subletales en el zooplancton dominante tanto en ecosistemas de

agua dulce (por ejemplo los cladoceros) como en los marinos (como los copépodos).
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Justificacion general de la tesis

La idea de la presente tesis es una extension natural de mi tesis de licenciatura. En
esos experimentos, al evaluar la mortalidad de cladéceros expuestos a la RUV (Goncalves
et al. 2002), hubo dos observaciones que actuaron como disparadoras de preguntas: 1) antes
de perecer, los claddceros perdian primero la movilidad en forma mas o menos gradual
hasta que ya se consideraban muertos (dosis letal de RUV), 2) si se detenia la exposicion en
el momento oportuno, el individuo podia seguir viviendo (dosis subletal). Por lo tanto,
surgieron preguntas inevitables: ;cual es la causa inmediata, el mecanismo que precede a la
mortalidad? ;el organismo deja de alimentarse, de respirar? Dado que el movimiento esta
involucrado en el apareamiento, alimentacion, escape de predadores, etc., si la radiacion no
los mata, ¢puede esa disminucion de la movilidad tener algin efecto en la poblacion? ¢se
puede cuantificar esa falta de movilidad? Ello llevé a la basqueda de los efectos subletales
de la RUV en la movilidad del zooplancton. A su vez, como se detall6 mas arriba, la RUV
puede tener efectos indirectos en el zooplancton por ejemplo modificando la calidad,
cantidad y tamafio del alimento, lo cual configura muchas relaciones interactivas de la RUV
con distintos aspectos ecoldgicos, como la alimentacién. En ambientes con grandes
variaciones de los factores abioticos es deseable también contar con un panorama no sélo
de las respuestas del herbivoro a la RUV, sino también de las variaciones de dichas
variables fisicas a lo largo de un periodo considerable de tiempo, con el objetivo de
comprender los alcances ecologicos de las observaciones puntuales (Banas et al. 2005).
Esto supone un enorme trabajo y fue posible en el capitulo 2, para una de las especies de
zooplancton consideradas en esta tesis, poniendo énfasis en las respuestas fisioldgicas de
las especies que conforman el alimento del zooplancton.

Las especies estudiadas en el presente trabajo son el cladécero de agua dulce
Daphnia spinulata y el copépodo marino Acartia clausi, ambos crustaceos dominantes del
zooplancton, al menos en parte del afio en sus respectivos ambientes. El cladocero fue
elegido desde el principio, el copépodo se presenté como una oportunidad posterior para
ampliar el plan original de tesis. D. spinulata se toma en el capitulo 3 como organismo
modelo para estudiar la movilidad desde el punto de vista de la velocidad de
desplazamiento y de la orientacion del individuo. La laguna que comprende su habitat y
algunos factores abioticos son comunes al capitulo 2. Sin embargo, el enfoque es
completamente distinto y complementario, por lo cual se presentan eventualmente algunas

figuras que son similares pero tienen en cuenta distintos datos o bien presentan datos de
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este capitulo y del capitulo anterior a modo de comparacion. Hasta donde se sabe, para las
especies de zooplancton consideradas aqui, no existen estudios acerca de los efectos
subletales de la RUV natural en el movimiento en sentido amplio. Sumado a ello, un punto
importante a destacar de cada uno de los capitulos es que se trabajé con radiacion natural,
lo cual evita todas las complicaciones y limitaciones de extrapolar estudios de laboratorio
(con fuentes artificiales de radiacion) a la naturaleza.

Otro punto valioso de la presente tesis es la realizacion de una serie anual de
experimentos con la movilidad de un cladécero dominante en una laguna eutréfica (capitulo
3) y simultaneamente el estudio de la respuesta de su propia comunidad fitoplanctonica a
los mismos niveles y variaciones de la radiacion. Este tipo de serie de datos es poco comin
y provee informacion sumamente rica para explicar en su contexto ecoldgico las respuestas
observadas y permite ponderar mejor los factores intervinientes. Adicionalmente, estos
experimentos en conjunto permiten disminuir la limitacion de los estudios fragmentados en
el tiempo, sobre todo en sistemas variables como la laguna estudiada en los capitulos 2 y 3.
El gran volumen de informacion y la presencia de mas de una hipétesis, sin embargo,
juegan en contra de la claridad cuando se intenta presentar todo el sistema con sus
respuestas dentro de la misma seccion. Ello ha constituido un motivo convincente para
dividir la presentacion del trabajo en dos capitulos, con hipétesis distintas. Una vez que se
investiga el alimento (capitulo 2) y la movilidad (capitulo 3), es esperable un tercer paso
que estudie otro aspecto que involucra la movilidad (a nivel sub-individual): la
alimentacion. Logisticamente, la realizacidn de una tercera serie temporal simultanea en la
Laguna Cacique Chiquichano esta més alla del alcance de esta tesis. Sumado a ello, en el
afio 2004 se presentd la posibilidad de realizar un estudio en latitudes medias del hemisferio
norte, pero con un copépodo marino (A. clausi). Si bien esta especie no esta relacionada
con el ambiente de D. spinulata, tiene un papel muy importante como consumidor en su
ambiente, por lo que parecié una excelente oportunidad para ampliar el enfoque de la tesis,
e incluir en la consideracion a una especie marina de gran importancia ecolégica. Aunque
los trabajos no sean comparativos directamente, los estudios de dos especies distintas y de
ambientes distintos, dan una idea general del posible alcance de la RUV como factor de
estrés subletal y proveer una linea de base para futuros estudios. Los estudios con ambas
especies estan dentro del alcance del titulo de la presente tesis: crustaceos planctonicos. De
esta forma, la tesis brinda puntos de partida para estudios ecoldgicos acerca de los efectos
subletales de la radiacion solar en el zooplancton en movimiento, en su alimento y en su

alimentacion.
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Objetivos e hipdtesis

De acuerdo a lo expuesto, la presente tesis se propone como objetivo general
investigar acerca de los efectos de la RUV en el alimento, movilidad y alimentacion de

crustaceos zooplanctonicos, mediante un enfoque experimental.

Las hipotesis a evaluar son las siguientes:
a) laradiacién ultravioleta produce una fotoinhibicion significativa en el
alimento del zooplancton y la respuesta estd modulada por la composicion de
la comunidad de productores primarios (sensibilidad diferencial) (capitulo 2)
b) la radiacion ultravioleta produce una disminucion en la movilidad a nivel
individual (locomocidn, orientacion vertical) (capitulo 3)
c) laradiacion ultravioleta afecta negativamente la alimentacion (movilidad a

nivel sub-individual) de los crustaceos plancténicos expuestos (capitulo 4)
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Estructura de la tesis

Teniendo en cuenta lo mencionado mas arriba, la tesis ha sido estructurada de la
siguiente manera: luego del presente capitulo 1 introductorio, el capitulo 2 estudia las
respuestas del fitoplancton evaluando la hipétesis a) para explorar los posibles factores que
determinan la variabilidad a lo largo del periodo de estudio, principalmente desde el punto
de vista del alimento disponible para el zooplancton. El capitulo 3 evalla la hipdtesis b)
por medio del estudio de las respuestas del cladocero D. spinulata a la RUV, en términos de
movilidad grupal e individual (orientacion y velocidad de natacion). El capitulo 4
investiga los efectos sub-letales de la RUV evaluando la hipétesis c) en el copépodo marino
Acartia clausi estimado mediante tasas de alimentacion (nivel sub-individual). Finalmente,

en el capitulo 5 se exponen las conclusiones generales del presente trabajo.
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Capitulo 2

Presion de pastoreo y parametros fisicos en la sucesién de la comunidad de auto6trofos

de una laguna eutréfica en Patagonia a lo largo de un ciclo anual

Resumen

Un aspecto ecoldgicamente relevante del movimiento del zooplancton es la
obtencion de su alimento y la calidad de éste para el consumidor. En la laguna Cacique
Chquichano (Trelew, Argentina), el alimento del claddcero Daphnia spinulata esta
sometido durante todo el afio a grandes rangos de radiacion solar y temperatura, lo cual
condiciona las especies disponibles para los herbivoros. Con el objetivo de estudiar las
variaciones en la comunidad de productores primarios, se realiz6 una serie de tiempo en la
que se evaluaron los efectos de la RUV en parametros fisiologicos (rendimiento
fotosintético) y se evalud la composicion y diversidad de la comunidad de fitoplancton de la
laguna en relacion con parametros fisicos y biolégicos (abundancia de predadores). La
comunidad de productores mostr6 una alternancia de diatomeas y cianobacterias con un
patron estacional (con abundancias dominantes durante otofio-primavera y verano-invierno,
respectivamente). La RUV provocé una inhibicion del fotosistema 11 (escala de horas)
durante todo el ciclo anual, aunque la mayor inhibicion fue causada por PAR. La actividad
inicial del fotosistema 11 s6lo pudo ser recuperada en casos aislados. En escalas de tiempo
de semanas-meses las variaciones del rendimiento fotosintético a lo largo del afio mostraron
un comportamiento diferencial segun la influencia relativa de cianobacterias o
diatomeas/clorofitas. D. spinulata y afecta la biomasa, riqueza especifica y diversidad del
fitoplancton. Las variaciones estacionales observadas son probablemente el resultado de un

balance entre la presion de pastoreo de los herbivoros y la radiacion solar.
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Introduccion

Un aspecto ecol6gicamente relevantes del movimiento del zooplancton es la
obtencidn de su alimento (Kramer y McLaughlin 2001). Tanto claddceros como copépodos
pueden consumir un amplio rango de tamafios celulares (Gliwicz y Umana 1994; Sommer y
Sommer 2006). Al alimentarse, un grupo funcional de zooplancton herbivoro puede ejercer
presiones en la comunidad de productores: en escalas temporales, influenciando la
estructura de la comunidad en ciclos estacionales (Gotdyn y Kowalczewska-Madura 2008)
o diarios (Roman et al. 1988); en escalas espaciales, por ejemplo con presién diferencial en
distintas profundidades (Kouassi et al. 2001; Balseiro et al. 2004) y en escalas funcionales,
por ejemplo seleccionando distintas especies segun caracteristicas tales como tamarfio
celular (Peters et al. 1984; Meise et al. 1985; Jlrgens et al. 1994; Toth y Kato 1997;
Atienza et al. 2006; Sommer y Sommer 2006; Agasild et al. 2007), calidad nutricional
(Butler et al. 1989; Kasprzak y Lathrop 1997), etc. Las presiones diferenciales del
herbivoro pueden, a su vez, afectar a sus competidores y con ellos la composicion de la
comunidad de consumidores (Landry y Lehner-Fournier 1988), modulando el impacto
general de los herbivoros en los productores (Cyr y Curtis 1999). Por otra parte, una menor
calidad de alimento puede determinar un mayor costo energético del herbivoro invertido en

ingestién, digestion, etc. (Richman y Dodson 1983).

El alimento disponible para el zooplancton dependera no sélo de los factores
bidticos como predacion y competencia en la comunidad natural, sino de los factores
abioticos que modulen su crecimiento, como por ejemplo la temperatura, la radiacion solar,
etc. La radiacion ultravioleta solar (RUV, 280-400 nm), puede ser un factor de estrés en
comunidades de fitoplancton (Helbling et al. 2005; Hader et al. 2007) y la sensibilidad
diferencial a la RUV de las distintas especies puede lleva a un cambio en la composicion de
la comunidad (Worrest et al. 1981). Desde la perspectiva del consumidor primario, se
pueden mencionar dos vias (que pueden actuar en forma independiente o conjunta) por las
que un efecto de la RUV en el productor podria en parte disminuir la transferencia de
nutrientes y energia hacia los herbivoros: a) disminuyendo de alguna manera la calidad del
alimento disponible para algunos herbivoros (Scott et al. 1999; De Lange y Lirling 2003;
De Lange y van Reeuwijk 2003; Germ et al. 2004; Zellmer et al. 2006), b) afectando
negativamente la cantidad (biomasa) disponible (Ochs 1997; Hader et al. 1998). La RUV

puede afectar no s6lo el material genético del fitoplancton (Sinha y Hader 2002) sino
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también su capacidad fotosintética (Helbling et al. 2003; Villafafie et al. 2003). Esta
fotoinhibicion (que también puede ser causada por altos niveles de radiacion visible [PAR,
400-700 nm]) puede ser temporal (reversible o dinamica) o irreversible (crénica). En
presencia de radiacion en exceso, el rendimiento fotosintético del fotosistema Il (PS II)
disminuye y la energia en exceso es disipada como calor. Las mediciones basadas en la
fluorescencia del PS Il permiten evaluar el impacto de la radiacion en escalas de tiempo
relativamente cortas (minutos-horas). En este sentido, la evaluacion de la eficiencia
fotosintética del PS 11 puede brindar una medida casi instantanea del estado fisiologico
promedio de los productores aut6trofos de la comunidad natural. Evaluar el
comportamiento fotosintético de las células ante la radiacion solar brinda una herramienta
para estimar como podria ser afectado su crecimiento (en escalas de tiempo mayores) y por

ende la disponibilidad y potencialmente la calidad de alimento para el zooplancton.

La comunidad plancténica de la laguna Cacique Chiquichano esta expuesta durante
el ciclo anual a altas dosis de radiacion solar y a un amplio rango de temperaturas e
intensidades de viento, lo que la hace especial para estudios en fotobiologia (Gongalves et
al. 2002; Klisch et al. 2005). La atenuacion de la radiacion solar en la columna de agua
dependera de las variaciones temporales en las propiedades quimico-fisicas y bioldgicas del
ambiente (Bracchini et al. 2004) y por lo tanto es necesario el estudio de dichas propiedades
en series temporales que incluyan experimentos con factores relacionados al grupo
bioldgico de interés. El objetivo general de este capitulo es comprender los factores que
afectan la variabilidad y capacidad fotosintética del alimento del zooplancton (mayormente
microalgas) en el contexto del estudio de la alimentacion y/o movilidad del zooplancton
(ver capitulos siguientes). Para ello se estudian las variaciones de la comunidad
fitoplanctonica a lo largo de un afio y durante el mismo periodo en el que se estudid la
movilidad del zooplancton (ver capitulo 3), en términos de a) la respuesta fisioldgica
(rendimiento fotosintético del PS I1) ante la RUV; b) cantidad y composicién de la
comunidad de productores y c¢) otras variables fisicas (irradiancia en la columna de agua,
etc.). En el mismo periodo de tiempo se realizaron experimentos de movilidad de
cladoceros de la misma laguna (ver capitulo 3). Las hipdtesis de trabajo son a) la RUV
provocara una fotoinhibicidn significativa de la respuesta fotosintética y b) la comunidad de
fitoplancton mostrara distintas respuestas segun su composicion especifica (sensibilidad

diferencial).
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Materiales y métodos

Zona de estudio y variables meteoroldgicas

El cuerpo de agua del que se tomaron las muestras es una laguna urbana eutrofica de
poca profundidad (Laguna Cacique Chiquichano, 180000 m?; profundidad media ~2 m),
situada en la ciudad de Trelew (43° 14' S, 65° 18" W) en la costa de Patagonia central,
Argentina. La ausencia de arboles y construcciones en las cercanias de las orillas y los
caracteristicos cielos despejados de la zona hacen propicio este cuerpo de agua para este
tipo de estudios, ya que la superficie del agua puede recibir los valores maximos de
radiacion solar. Por el mismo motivo, el espejo de agua esta expuesto durante todo el afio a
los vientos predominantes de la zona, con la consiguiente mezcla de la columna de agua
(Gonzalez y Tappari 1995). Durante épocas estivales, se han reportado algunos macrofitos
junto a las orillas (Rivera 1993). Esta laguna no tiene conexion con el mar y recibe aportes
de la capa freética (Maldonado et al. 1994); sus aguas salobres (salinidad = 5.8) sostienen la
actividad de tres niveles tréficos (fitoplancton y macroalgas como productores,
microinvertebrados como consumidores primarios y vertebrados tales como aves acuéaticas
como consumidores secundarios), en los que los claddceros utilizados en este estudio
forman parte de los consumidores primarios (Gonzalez y Tappari 1995). Las variables
meteoroldgicas (velocidad y direccion del viento, temperatura, etc.) fueron registradas
continuamente (aproximadamente 1 dato cada 10 minutos) con una estacion meteoroldgica

Oregon Scientific (modelo WMR-918) ubicada en el laboratorio.

Muestreo de fitoplancton y agua

Las muestras fueron obtenidas a lo largo de un ciclo anual, desde Febrero 2005
hasta Enero 2006, cada 2-4 semanas (20 muestreos en total). Las muestras de agua
superficial se colectaron en una estacion fija la tarde anterior al dia de experimentacion, con
un bidon plastico lavado previamente con HCI 1N. Esta muestra de agua, conteniendo la
comunidad natural de fitoplancton, fue utilizada luego en los experimentos (ver méas
adelante), para la determinacion de la composicion taxonomica del fitoplancton (a nivel de
género), abundancia y concentracién de clorofila a (cl-a). Adicionalmente, se midié la
temperatura del agua superficial y se estimo el contenido de materia organica cromoforica

disuelta (CDOM, del inglés chromophoric dissolved organic matter, ver mas adelante). Las
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muestras de agua fueron llevadas inmediatamente a la Estacion de Fotobiologia Playa
Union (tiempo de traslado < 40 min) y mantenidas durante la noche en una camara de

cultivo a 18 °C para ser utilizadas el dia siguiente para los experimentos.

Muestreo de zooplancton

Para tener un indicador de la presion de pastoreo sobre la comunidad de
fitoplancton, se utilizd la abundancia del zooplancton. Conjuntamente con los muestreos de
fitoplancton mencionados anteriormente se tomaron muestras de los crustaceos pelagicos
presentes en la laguna para determinacién de abundancia. Las muestras de zooplancton se
obtuvieron con una red (200 um tamarfio de malla) que fue “arrastrada” horizontalmente en
los 20 cm superficiales de la columna de agua durante las horas de luz. Los especimenes se
transportaron inmediatamente al laboratorio en botellas de policarbonato de 2 I, con
aislacion luminica y téermica. La comunidad de zooplancton consta tipicamente de
cladécero Daphnia spinulata Birabén, 1917 (adultos de hasta 300 um) y el copépodo
ciclopoideo Metacyclops mendocinus (Wierzejski, 1892) y se hizo incapié en estas dos
especies por ser las que mas contribuyen al zooplancton de la Laguna C. Chiquichano en el
ciclo anual. Con el tamafio del poro de la red utilizada se colectaron muy pocos rotiferos,
pero esto no puede cuantificarse en forma segura, por lo tanto otros grupos como rotiferos y
ciliados no fueron incluidos en las consideraciones para el muestreo. Una vez en el
laboratorio, se fijaron muestras con formol (concentracion final de formaldehido 0.2%) v el
resto de los zooplancteres colectados se utilizo para experimentos de movilidad (capitulo 3).
Los conteos de claddceros y copépodos se realizaron bajo lupa (Bausch & Lomb, modelo
HG-121711) para calcular la abundancia de cada grupo. Dado que la comunidad de
crustaceos planctonicos estuvo siempre representada por cladoceros y copépodos, los datos
se expresan en porcentajes del total (abundancia relativa), individuos por litro (abundancia

absoluta).

Experimentacion: exposicion y rendimiento fotosintético
Los experimentos estuvieron orientados a evaluar el rendimiento fotosintético de las
muestras a lo largo de un ciclo diario de exposicion a la radiacion solar y a su vez medir la

capacidad de recuperacion una vez que se eliminaba el estrés de radiacion. Al dia siguiente
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de haber sido recolectadas, las muestras de agua fueron filtradas (malla de 100 m) para
separar de los invertebrados herbivoros (copépodos, claddceros, etc.), se agitaron
cuidadosamente y se distribuyeron aleatoriamente en tubos de cuarzo (material transparente
a la RUV) de 50 ml para la exposicion a la radiacion solar, que se realizé con los siguientes
tres tratamientos:
a) tratamiento P: muestras que recibieron sélo PAR. Los tubos fueron envueltos
con el filtro Ultraphan 395 (UV Opak, Digefra; 50% de transmitancia a 395 nm);
b) tratamiento PA: muestras que recibieron PAR + UVA. Estos tubos fueron
envueltos con Ultraphan 320 (UV Opak, Digefra; 50% de transmitancia a 320
nm);
c) tratamiento PAB: muestras que recibieron la radiacion solar sin filtrar (PAR +

UVA + UVB). Estos tubos no se cubrieron con filtro.

Los tubos de cuarzo con las muestras (por duplicado) fueron colocados en un bafio
de agua circulante (18 °C £ 2 °C) y expuestos a la radiacion solar, durante aproximadamente
8 h (las incubaciones comenzando generalmente a las 9 am). Las muestras no fueron
previamente aclimatadas a la radiacién solar: el experimento comenzé directamente con las
mediciones iniciales y la exposicion a la radiacion natural. Al principio de la incubacion
(to) y cada 1 h, cada tubo fue muestreado, utilizando una jeringa plastica que permitio
obtener una muestra de 5 ml de agua de cada tubo de 50 ml. Esta muestra se transfirio
inmediatamente a una cubeta de cuarzo (5 ml) y el rendimiento fotosintético (photosynthetic
quantum yield, Y) fue medido en esta cubeta utilizando un fluorémetro portatil de pulso de
amplitud modulada (PAM, modelo “Water-PAM”, Walz, Alemania). La fotoinhibicion (F)

debida a UVA / UVB fue calculada de la siguiente manera:

Fuva = (Yp-Ypa)/Yp *100
Fuve = (Yp-Ypar)-[(Yp-Ypa)]/Ye *100

donde Yp, Ypa € Ypag son los rendimientos fotosintéticos de las muestras expuestas en los
tratamientos P, PA y PAB, respectivamente.

En dos oportunidades a lo largo del experimento (al mediodia y al finalizar la
exposicion) se separd un grupo de 12 tubos (2 grupos con los 3 tratamientos por duplicados,

2 X 3 x 2) que se quitaron de la radiacion solar y se colocaron en oscuridad, para evaluar la
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potencial recuperacion en ausencia de radiacion. El rendimiento fotosintético de estas

muestras de “recuperacion” se midié de la forma ya descrita, cada 1 h, durante el resto del

dia hasta aproximadamente las 21:00 hora local y posteriormente a la mafiana siguiente. De

esta forma, tres grupos de tubos fueron utilizados en cada experimento (segun su

exposicion):

1)

2)

3)

“Ciclo diario” (tubos expuestos durante el periodo de radiacion solar,
aproximadamente de 9:00 a 17:00 y medidos solamente mientras duré la exposicion,
cada 1 h);

“Recuperacion del mediodia” (tubos expuestos hasta el mediodia y luego colocados
en la oscuridad)

“Recuperacion de la tarde” (tubos expuestos conjuntamente con los de “ciclo

diario”, pero colocados en oscuridad al finalizar la exposicion).

Finalmente, las muestras de los grupos de “recuperacion” (del mediodia y de la

tarde), fueron medidas una vez mas luego de aproximadamente 24 h desde el comienzo de

la exposicion. El esquema de muestreos y exposicion de cada grupo esté indicado en la

figura 1.

tinicial %:::E tinal

Exposicion

Hora local

Mafiana Tarde

Ciclo diario

. Recuperacioén de la mafana ) )

Recuperacion de la tarde ) )

| H

Figura 1. Esquema de la exposicion y muestreo durante cada experimento. Las flechas descendentes indican

un punto de medicién de fluorescencia con el PAM. EIl tiempo transcurrido entre ticia Y tiina €S de

aproximadamente 24 horas.
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Pigmentos fotosintéticos

La concentracion de cl-a total (cl-awta) fue obtenida filtrando entre 10 y 250 ml de
la muestra de agua en filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/F, 25 mm didmetro) y
extrayendo los pigmentos fotosintéticos con metanol absoluto (Holm-Hansen y Riemann
1978). La fluorescencia de los extractos metandlicos fue medida con un fluorémetro
(Turner Designs, modelo TD700) antes y después de ser acidificada (1N HCI); la cl-ata
fue calculada a partir de dichas mediciones (Holm-Hansen et al. 1965). EI fluorémetro fue
calibrado utilizando cl-a purificada de Anacystis nidulans (Sigma #C 6144). Lacl-ade la
fraccion nanoplanctonica (cl-anano) Se obtuvo prefiltrando la muestra con una malla de 20

um antes de realizar la extraccion y lectura, como se menciond para la cl-asota.

Composicién taxondmica, abundancia y diversidad
Se tomaron muestras de agua de la laguna y se colocaron en camaras de
sedimentacion para su posterior conteo, siguiendo el procedimiento detallado en Villafafie y
Reid (1995). La identificacion los conteos de células fueron llevados a cabo mediante la
examinacion de la muestra con un microscopio invertido (Leica DM IL). Dado que la
orientacion de este estudio no requiere una descripcion detallada de las especies, la
identificacion se hizo a nivel de género. Para cada muestra se registro la riqueza especifica
(S, nimero total de especies presentes). Cada especie fitoplanctonica se asignoé a una de las
siguientes cuatro clases taxonémicas: Bacillariophyceae, Chlorophyceae, Cyanophyceae y
Dinophyceae y la frecuencia relativa de cada clase fue calculada como
pi = N; /S
donde N; es el nimero de especies que pertenecen a la i-ésima clase (una de las
mencionadas arriba) y S es el nimero total de especies presentes en la muestra. De esta
forma, el valor de p; indica también la probabilidad de que una célula pertenezca a
determinada clase, dado un cierto nimero de especies presentes, para la muestra
considerada. Utilizando esta frecuencia relativa, se calcul6 un indice de diversidad (H, con
logaritmo natural), basado en el indice de Shannon (Shannon 1948):
H =-Zpi In (p)
Finalmente, también se calculé el indice de distribucion equitativa de las
abundancias (Eh), que se obtuvo mediante el indice de diversidad de especies (Hsp,

calculado de la manera tradicional, con pi como la proporcion de la i-ésima especie), que
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considera la diversidad presente en determinado momento con respecto a la maxima
diversidad posible para un nimero de especies:
Eh =Hs /In (S)

Medicion de la radiacion solar y estimacion de su penetracién en la columna de agua

La radiacién solar en durante los experimentos fue monitoreada continuamente con
un radiometro de banda ancha ELDONET (Real Time Computer, Méhrendorf, Germany),
el cual mide e integra la radiacion en los intervalos UVB (280-315 nm), UVA (315-400 nm)
y PAR (400-700 nm). Los datos de irradiancia se registran (60 datos min™) con el paquete

informatico provisto con el equipo (WinDose2000).

El coeficiente de atenuacion de la radiacion visible en la columna de agua (Kpar)
puede expresarse como la sumatoria de las contribuciones de los componentes individuales
presentes en el agua:

Kpar = Kagua T Kci-a + Kepom

donde Kagua, Kcoom Y Kei-a representan la contribucion a la atenuacion por parte del
agua misma, la materia organica cromoférica disuelta (CDOM) y los pigmentos del
fitoplancton, respectivamente (Hargreaves 2003). La contribucion del K,gua CON respecto a
Kcpom Y Ker-a SOl0 es significativa para aguas muy claras (por ejemplo ultraoligotréficas,
con escaso fitoplancton) en las que la radiacion penetra varias decenas de metros
(Hargreaves et al. 2007). Debido a la no disponibilidad del equipamiento apropiado para
mediciones subacuéticas de radiacion en aguas someras como las de la laguna Cacique
Chiquichano, el coeficiente de atenuacion de radiacion PAR (Kpar) Se estimé considerando
la atenuacién debida al fitoplancton (utilizando los valores de cl-a) y la atenuacién debida a
la CDOM (estimada mediante el coeficiente de absorcion a 320 nm, azyo, Ver mas abajo),

utilizando las siguientes relaciones y modelos publicados previamente:

Kcra = 0.22 + 0.008 * cl-a + 0.054 * cl-a”®® (Thomann et al. 1975; Branco y Kremer 2005)
Kcpom = (01948 * asy - 0.9203 (MOITiS et al. 1995)

donde el coeficiente de absorcion a 320 nm (as.0) se calculé de la siguiente manera: luego

de filtrar el agua para obtener la muestra de cl-a se determin la densidad 6ptica de 10 ml
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del agua filtrada, en una cubeta de cuarzo de 5 cm de paso dptico con un espectrofotdmetro
de arreglo de diodos (Hewlett Packard, modelo HP 8453E). El valor de azy se calculo de

acuerdo a Osburn y Morris (2003) de la siguiente manera:

asoo (m'l) = 2.303 DO3yg L-1

donde DOsy es la densidad dptica a 320 nmy L es el paso optico de la cubeta (0.05 m).

Finalmente, el coeficiente de atenuacién para radiacién PAR en la laguna Cacique

Chiquichano fue calculado, en base a las relaciones antes descritas, como:

Krar = Kcia + Kepowm.

Tomando en cuenta la escasa profundidad de la laguna y el viento presente durante
todo el afio (Helbling et al. 2005), se asumio que la columna de agua era homogénea
(mezcla completa). Bajo estas condiciones, calculamos la irradiancia media (I,) de PAR en
la columna de agua, de acuerdo a Helbling et al. (1994) como:

Im = lo [1 - e™par?1/ Kpar Z
donde Iy es la irradiancia maxima en la superficie al mediodia local, Kpar €s el coeficiente

de atenuacion y Z la profundidad de la columna de agua (0.8 m) en el punto de muestreo.

Nutriente inorgéanicos

Las concentraciones de nutrientes inorganicos se determinaron en Instituto
Argentino de Oceanografia (IADO) utilizando un autoanalizador Technicon AA-I1,
expandido a cinco canales, aplicando previamente métodos internacionalmente
estandarizados: Nitrato (Treguer y Le Corre 1975), Nitrito (Grasshoff 1983), Amonio
(Treguer y Le Corre 1975), Fosfato (Eberlein y Kattner 1987) y Silicato (Technicon®
1973).

Tratamiento de los datos y analisis estadisticos

Para las determinaciones del rendimiento fotosintético (Y) se utiliz6 el promedio de
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cinco lecturas consecutivas del PAM como representativas de cada muestra. Para comparar
las distintas fechas, se extrajeron cuatro valores representativos del comportamiento del Y
de cada experimento: dos indicadores de las variaciones durante la exposicion a la radiacion
y dos indicadores de la recuperacion luego de retirar las muestras de la exposicion (ver
Tabla 1). Los valores de Y del “ciclo diario” se dividieron en dos grupos: antes y después
del méaximo de radiacion solar (mediodia solar). Estos dos grupos del “ciclo diario” seran
mencionados de ahora en adelante como las muestras “de la mafiana” y “de la tarde”,
respectivamente. Se calculd una regresion entre los valores del Y y la hora local, de manera
tal que se obtuvieron las pendientes de la mafiana y de la tarde (las variaciones de Y en el
tiempo, durante la mafiana y la tarde). De manera similar, se obtuvo una pendiente para las
muestras puestas en oscuridad luego del mediodia (“recuperacién de la mafiana”) y las

muestras puestas en oscuridad al terminar la exposicion (“recuperacion de la tarde”).

Tabla 1. Denominacion utilizada para las muestras del ciclo diario y recuperacion. La misma serd utilizada

para las pendientes (ver explicacion en el texto).

Periodo Muestras medidas

Células expuestas a radiacion solar, considerando desde el
Mariana
) o comienzo de la exposicién hasta el mediodia solar
Ciclo diario

Tard Células expuestas a radiacion solar, considerando desde el
arde
mediodia solar hasta el final de la exposicion.

Células expuestas durante la mafiana, que se dejaron en
Marfiana
» oscuridad a partir del mediodia solar
Recuperacion

Tard Células que se expusieron durante todo el ciclo diario completo
arde

y luego se dejaron en oscuridad

Todos los tratamientos fueron hechos por duplicado y para cada valor se presenta el
promedio y la mitad del rango entre ambas réplicas (“half range”). Para evaluar diferencias
entre las pendientes de un determinado experimento, se utilizo la prueba de analisis de la

varianza (ANOVA) de un factor. Se trabajo con un nivel de significancia de 5%.

Resultados

Caracteristicas fisico-quimicas

Las caracteristicas fisicas (radiacion) sobre la Laguna Cacique Chiquichano se



Capitulo 2 Péagina 42

muestran en la Figura 2. Las dosis diarias y las irradiancias maximas en la superficie
variaron a lo largo del afio (figura 2A), como resultado del movimiento orbital normal de la
Tierra. Las irradiancias maximas PAR concuerdan con los valores del rango tipico para la
latitud de la zona de estudio, con un valor maximo y minimo de 456 W-m?y 80 W-m,
respectivamente. Las dosis PAR reflejan la variacion correspondiente, con valores entre
104 y 11994 kJ m™, respectivamente. La radiacién UV exhibié la misma tendencia (Figura
2B), con dosis relativamente bajas durante el invierno austral y altas durante el verano. Los
valores que se midieron para UVB se encontraron entre 0.18 y 50 kJ m™, mientras que para

UVA las dosis diarias variaron entre 21 y 1829 kJ m™.
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Figura 2. Radiacién solar en la laguna Cacique Chiquichano durante el periodo de estudio: A) Irradiancia
maxima (correspondiente al mediodia solar, aproximadamente a las 13:00 hora local) y dosis diarias para
PAR; B) dosis diarias de UVB y UVA.
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El viento (figura 3) fue muy variable y mostr6 un patron estacional, con mayores
intensidades y variabilidad durante los meses més calidos. El promedio de la velocidad
méaxima del viento para los cuatro dias anteriores al muestreo fue superior a la media
histdrica para la zona. En base a estos datos, es razonable suponer que debido a la

intensidad del viento en el area de estudio la laguna se encuentra bien mezclada a lo largo

del afio.
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Figura 3. Promedio de intensidad de viento durante los dias previos al muestreo (simbolos). A modo
comparativo se muestran los valores histéricos de viento (linea) para la zona de estudio (Helbling et al.
2005). Notese las distintas escalas para las dos series de datos. Las barras verticales denotan una

desviacion estandar.

La contribucion de CDOM y de cl-a al coeficiente de atenuacion Kpag en la laguna
C. Chiquichano se muestran en la figura 4A. El coeficiente de atenuacion para radiacion
PAR (Kpar, estimado en base a los valores de cl-a y aso) mostro variaciones entre 13y 2
m™ (valor medio para todo el periodo de muestreo de 6.7 m™ + 3.8), con valores maximos
en febrero, abril y agosto. La cl-a tuvo una mayor influencia relativa en el Kpar que la
CDOM. Los periodos de mayor atenuacion de la radiacion fueron el otofio y fines de
invierno. De acuerdo a estos valores, la zona eufética (profundidad donde llega el 1% de la
irradiancia PAR en superficie) estuvo comprendida entre 0.34 y 2.08 metros dando como
resultado que gran parte de la columna de agua se encontraba con poca radiacion durante

gran parte del afio (figura 4B).
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Figura 4. A) Coeficiente de atenuacion difusa para radiacion visible (Kpar) estimado mediante los valores
de asy y cl-a. Se muestran las contribuciones de la cl-a (K..) ¥y la CDOM (Kcpowm) en la Laguna C.
Chiquichano a lo largo del afio. B) profundidad de la zona eufética a lo largo del afio (la capa superficial
en blanco representa profundidades en las que la irradiancia PAR en la columna de agua es > 1% del valor

en superficie).

La temperatura superficial y la irradiancia media PAR estimada en la columna de
agua en la laguna se muestran en la figura 5. Para la temperatura se pueden apreciar las
variaciones estacionales, con valores desde 4.2 °C en junio (llegando incluso a la formacién
de hielo superficial durante algunos dias) a 23.5 °C en enero. La irradiancia media PAR en

la columna de agua (Irm) tuvo valores altos normalmente durante la primavera-verano
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(irradiancia maxima de 189 W m en octubre), mientras que durante el invierno y otofio los

valores fueron menores (irradiancia minima de 15 W m™ en julio).
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Figura 5. Pardmetros fisicos en la columna de agua: temperatura superficial e irradiancia media PAR (I))

estimada para la columna de agua a lo largo del periodo considerado.

Los valores de nutrientes inorganicos presentes a lo largo del periodo de estudio se
muestran en la Tabla 2. Las altas concentraciones de nitrégeno, fosforo y silice hacen
suponer que los nutrientes no son un factor limitante para el crecimiento del fitoplancton y
sugieren que las variaciones observadas en la concentracion de cl-a (ver mas adelante)
pueden estar mas relacionadas con otros factores, tales como la radiacion solar y el pastoreo

por parte del zooplancton.

Tabla 2. Concentracion (uM) de nitrégeno (nitrato [NOz] + nitrito [NO,1]), fosfato (PO,%) y

silicato (SiO,*) en la laguna Cacique Chiquichano a lo largo del afio.

Dla | (NOz =+ PO | SiO& Dla | (NOz+ PO | Siof
Juliano NO3) Juliano NO3)
25 73.3 46.5 113.0 195 265.6 12.6 516.8
41 19.9 30.4 425.6 209 224.1 29.5 486.4
56 1.0 51 405.3 223 202.0 37.5 456.0
70 22.4 3.7 126.2 259 196.4 554 623.2
82 26.3 5.9 1125 272 71.9 48.3 506.6
98 12.6 7.7 499.1 286 102.4 62.6 537.0
112 67.8 7.8 608.0 300 194 77.8 405.3
126 91.3 4.1 496.5 314 23.4 554 395.2
153 138.3 8.8 496.5 328 27.1 160.9 374.9
167 157.7 12.0 420.5 342 22.0 50.1 385.1
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Caracteristicas y respuesta fotosintética del fitoplancton

Los valores méximos de clorofila ocurrieron cerca del limite temporal entre las
dominancias de diatomeas y cianobacterias (ver mas abajo). La concentracion de cl-aa
mostré 3 méaximos evidentes, durante febrero, abril y agosto (este Gltimo con un valor
méximo absoluto, 799 ug I'). Por otra parte, valores comparativamente més bajos se
midieron durante junio y entre septiembre y diciembre. La concentracion de cl-anan, fue
responsable de casi la totalidad de la cl-awi durante gran parte del afio, excepto durante el
periodo comprendido entre enero y abril, en el cual la cl-anan también mostré valores altos

pero representd menos del 100% del total.
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Figura 6. Variaciones en la concentracién de cl-a como estimadora de la biomasa de alimento del

zooplancton (se muestra discriminada en fraccion total y nanoplancténica),a lo largo del afio.

El rendimiento fotosintético varié durante el afio, tanto durante la exposicion como
durante la recuperacion, aunque se observan algunos patrones comunes. En la figura 7 se
muestran tres ejemplos de ciclos diarios a modo ilustrativo. En general, el rendimiento
fotosintético (Y) de todos los tratamientos disminuyé abruptamente al inicio de la
exposicion, recuperandose en la mayoria de los casos después del maximo de radiacion
solar. La mayor inhibicién de la fotosintesis fue debida a PAR y las muestras que
recibieron RUV (tratamientos PA y PAB) mostraron una inhibicion adicional (ver mas

adelante). Las muestras de “recuperacion de la mafiana” mostraron una rapida



Capitulo 2 Péagina 47

recuperacion, mientras que las de “recuperacién de la tarde” tuvieron una recuperacion
menor. En general, el minimo rendimiento fotosintético se observo cerca del maximo de

radiacion solar.

Recuperacion Recuperacion
Inhibicién (muestras de (muestras de
(ciclo diario) la mafiana) la tarde)
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Figura 7. Evolucion del rendimiento fotosintético a lo largo del experimento para tres fechas
seleccionadas (A: 6 mayo, B: 2 junio, C: 16 septiembre). EIl tiempo se cuenta desde el comienzo de la

exposicion. Las barras verticales muestran una desviacion estandar.
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A fin de tener un panorama general de la respuesta fotosintética del fitoplancton, la
velocidad de inhibicion y recuperacion para cada experimento a lo largo del afio se
muestran en la figura 8 (el resultado del tratamiento estadistico se muestra en la Tabla 3).

La velocidad de fotoinhibicion durante la mafiana en las células expuestas
unicamente a PAR fue menor que las que recibieron adicionalmente RUV, aunque las
diferencias no siempre fueron significativas (Tabla 3). Para la gran mayoria de los
experimentos, la velocidad de inhibicion durante la mafiana (figura 8A) fue mayor que la de
la tarde (figura 8B) evidenciando una recuperacion durante la exposicion después del
mediodia local. Las muestras de recuperacion de la mafiana (figura 8C) y de recuperacion
de la tarde (figura 8D) mostraron patrones similares, siendo la pendiente promedio
aproximadamente de 0.02 AY h™. Al finalizar la recuperacion (24 h del inicio) en el 85% de
los experimentos el rendimiento fotosintético no alcanzo los valores iniciales en ninguno de

los tratamientos.
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Figura 8. Velocidad de fotoinhibicién durante la mafana (A) y durante la tarde del ciclo diario (B);
velocidades de recuperacion de las muestras expuestas durante la mafiana y durante todo el ciclo diario (B 'y
C, respectivamente). Una velocidad negativa de recuperacion refleja inhibicién del rendimiento
fotosintético. A modo ilustrativo se muestra en (A) la méaxima irradiancia PAR para la fecha

correspondiente. Los valores en A muestran la pendiente de regresion multiplicada por -1.
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Tabla 3. Resultados de las pruebas estadisticas para las velocidades de inhibicién y recuperacion (pendientes de regresion, AY h™)
del rendimiento fotosintético a lo largo de los experimentos mostrados en la figura 9. Significancia: * p < 0.05; ** p <0.01; ***p
<0.001; NSp=>0.05

Inhibicidon (exposicidn) Recuperacion (oscuridad)

Dia Mafiana Tarde Mafiana Tarde

Juliano| PAB  PA P sig | PAB PA P sig | PAB  PA P sig | PAB  PA P sig

25
41

56
70

82
98

112
126

153
167
195
209
223
259

272
286

300
314

328
342
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Para tener una idea general del rendimiento fotosintético durante el maximo de
radiacion con respecto al valor inicial, en la figura 9A se muestra el Y al mediodia como
porcentaje del valor inicial (Ymediodgia/Yinicia * 100) a lo largo del afio. La contribucion
relativa de UVB y UVA a la inhibicion fotosintética al mediodia con respecto a la
inhibicion por PAR se muestra en la figura 9B. La inhibicion por UVA generalmente fue
mayor que la debida a UVB. La presencia de algunos valores negativos indica que en
ésas oportunidades las células expuestas al total de la radiacion mostraron un mayor

rendimiento fotosintético que las expuestas en los tratamientos P y PA.
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Figura 9. A) Inhibicion del rendimiento fotosintético al mediodia para los tratamientos P, PA y PAB, con
respecto al valor inicial. B) Inhibicién de la fotosintesis por UVA y UVB al mediodia con respecto al

tratamiento P. La linea punteada en B muestra el nivel de inhibicion cero.

En la Tabla 4 se listan los grupos taxonémicos (al nivel de género) caracteristicos

de las muestras de fitoplancton de la laguna C. Chiquichano a lo largo del afio. En varias
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ocasiones se registraron agregados celulares, colonias y en algunas fechas (por ejemplo
octubre) se observaron filamentos de cianobacterias. En algunos episodios aislados (3-4
veces durante el afio), los claddceros en la laguna Chiquichano presentaban una capa de
color verde adherida a la superficie externa del cuerpo, pero no pudo determinarse si se
traté de un parasito o adherencia de agregados de cianobacterias. Durante esos episodios
no se realizaron experimentos con el zooplancton. En dos ocasiones (febrero y agosto) se
registraron algunas células de Euglendfitas (Trachellomonas sp. y Euglena sp.
respectivamente). En varias oportunidades (por ejemplo durante noviembre) las muestras
contenian una alta carga de materia organica y detritos y fue usual encontrar algun
individuo de nauplius (larvas de copépodos) rotiferos y ciliados. En las fechas dominadas
por cianobacterias, fueron comunes las células de Oocystis sp. y Microcystis sp. asi como
gran cantidad de agregados celulares. En las épocas dominadas por diatomeas, Surirella
sp. y otras diatomeas pennadas fueron las mas frecuentes. Los representantes de la clase

Dinophyceae mostraron una baja abundancia.

Tabla 4. Distintas clases de fitoplancton presente en las muestras de agua de la laguna Cacique Chiquichano

durante el afio. La identificacion se hizo a nivel de género.

Cyanophyta Chlorophyceae Bacillariophyceae  Dinophyceae
Anabaena sp. Actinastrum sp. Achnanthes sp. Peridinium sp.
Lyngbya sp. Ankistrodesmus sp. Cocconeis sp.

Merismopedia spp. Botryoccocus sp. Cyclotella sp.
Microcystis sp. Closterium spp. Cymbella sp.
Oocystis spp. Coelastrum sp. Gyrosigma sp.
Pseudoanabaena sp. Kirchneriella sp. Hantzchia sp.
sp. no identificada (colonial) Oocystis spp. Navicula spp.
Pediastrum spp. Nitzchia sp.
Scenedesmus spp. Surirella sp.

sp. no identificada (filamentosa) Synedra sp.

Ulnaria sp.

La abundancia relativa de cada clase taxondmica identificada en las muestras se
presenta en la figura 10A. La comunidad fitoplancténica estuvo dominada en general por
dos agrupamientos taxondmicos. Uno de ellos mostré una gran influencia de
cianobacterias (de ahora en mas “Grupo C”) ya que éstas dominaban en forma casi absoluta

0 bien coexistiendo con clorofitas y diatomeas en una dominancia compartida. El otro
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grupo mostrd una escasa o nula influencia de las cianobacterias y en cambio aparecieron
como dominantes las diatomeas (“Grupo D”). En este caso, la comunidad estaba dominada
en forma absoluta por diatomeas o bien por diatomeas co-dominando con cloréfitas. A lo
largo del ciclo anual, cada uno de estos grupos fue dominante durante aproximadamente el
50% del tiempo. En particular, las cianobacterias y las diatomeas dominaron la comunidad
la mayor parte del tiempo, en forma alternada (correlacién negativa, r = -0.81, p < 0.01).
Las diatomeas tienen sus maximos relativos (%) de abundancia en otofio y primavera,
mientras que las cianobacterias alcanzan sus maximos relativos durante verano e invierno.
En otros periodos del afio, las abundancias fueron mas balanceadas y estuvieron presentes
las cianobacterias, clorofitas y diatomeas en distintas proporciones. La sucesion de la
comunidad de fitoplancton tiene un patron estacional, con la cianobacterias dominando
generalmente cuando las condiciones de luz y temperatura son mas extremas (invierno y
verano), mientras que en otofio y primavera las diatomeas tienen mayor abundancia y junto
con las clorofitas dominan la comunidad. En los periodos de mayor concentracion de cl-a
(figura 6) la comunidad estuvo influenciada por dominada por cianobacterias aunque

también estuvieron presentes las clorofitas y diatomeas.
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Figura 10. A) Abundancia relativa de las distintas clases taxonémicas en el fitoplancton de la laguna Cacique

Chiquichano, estimada mediante conteo de células durante el periodo considerado. A modo comparativo, se

muestra el rendimiento fotosintético al mediodia con respecto al inicial para el tratamiento PAB. B)

Inhibicién por UVB al mediodia (relativo al Yp) y diversidad de la comunidad de fitoplancton. En ambos

paneles se indican los periodos con mayores influencias de cianobacterias y diatomeas (grupos C y D,

respectivamente).

El rendimiento fotosintético al mediodia (relativo a t0), tuvo a lo largo del afio un

comportamiento que estuvo relacionado con la composicion del fitoplancton (figura 10).

De esta forma, cuando en la comunidad fitoplanctonica estaba presente el “grupo C” el
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rendimiento fotosintético al mediodia disminuy0, indicando una mayor inhibicion de esta
comunidad. Por otra parte, cuando estaba presente el “grupo D” la inhibicion fue
disminuyendo acercandose los valores de Ymegiogia @ 10S de Yinicial, €videnciando una
mayor resistencia a la radiacion de este grupo D.

Por otro lado, la relacion entre la inhibicion del rendimiento fotosintético debida
a UVB y la diversidad (H) de la comunidad de fitoplancton (figura 10B) fue distinta
dependiendo de la presencia de los grupos C y D, mencionados previamente: en las
comunidades con influencia de las cianobacterias (Grupo C), la diversidad esta
negativamente relacionada con la inhibicién por UVB, mientras que cuando la
comunidad tiene mayor influencia de las diatomeas (Grupo D), la inhibicion por UVB
esta relacionada positivamente con la diversidad. Para mayor claridad, estas relaciones

se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Relacion entre la inhibicion por UVB al mediodia (relativa al Yp) y la diversidad de la comunidad
de fitoplancton durante el ciclo anual. Las relaciones esta calculadas por separado para los grupos con mayor

influencia de cianobacterias y diatomeas (grupos C y D, respectivamente).

Zooplancton, nimero de especies y equitatividad del fitoplancton

La abundancia de los consumidores (cladéceros y copépodos) de la laguna C.
Chiquichano se muestra en la figura 12. D. spinulata y M. mendocinus mostraron una
dominancia alternada, excepto para el periodo de menores temperaturas en las cuales las

abundancias fueron bajas para ambas especies. D. spinulata alcanz6 abundancias cercanas
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a 400 ind I mientras que el copépodo M. mendocinus llegé a un poco mas de 200 ind I* en
su maxima abundancia. Ambos crustaceos mostraron sélo unos pocos individuos por litro
en los periodos de minima abundancia (épocas de menor temperatura y baja cl-a). La
presencia del cladocero D. spinulata estuvo fuertemente asociada a una disminucion de
biomasa algal (correlacién negativa entre la abundancia relativa de D. spinulata y la
concentracion de cl-a, R? = 0.48; p < 0.05). También exceptuando el periodo més frio, la
riqueza especifica del fitoplancton (figura 12) mostr6 una tendencia a disminuir con la
abundancia de D. spinulata y aumentar con la presencia de los copépodos. Los valores
maximos de la riqueza especifica del fitoplancton se observaron en dos de los maximos de
cl-a (abril, S = 22 y agosto, S = 21). El resto del afio, el nimero de especies mostro

fluctuaciones, con un minimo en la época invernal (junio, S = 2).
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Figura 12. Abundancia de los crustaceos cladoceros (D. spinulata) y copépodos (M. mendocinus) en la

laguna Cacique Chiquichano y riqueza especifica de la comunidad de fitoplancton a lo largo del periodo de

estudio. A modo de comparacion se indican los periodos de dominancia de los grupos C y D.

Al considerar la riqueza especifica (S) y la abundancia de consumidores, se
observan distintas relaciones segun el grupo de algas dominante. Durante el periodo con

mayor influencia de cianobacterias (Grupo C), una mayor abundancia de claddceros esta

asociada a un menor namero de especies (figura 13), mientras que durante los periodos con

mayor dominancia de diatomeas (Grupo D) la abundancia de claddceros no mostré una
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relacion significativa con S. Un patrén opuesto pudo observarse para los copépodos: la
abundancia de M. mendocinus mostré una relacién positiva (aunque marginalmente no
significativa) con la riqueza especifica (figura 13) durante los periodos con mayor
influencia de diatomeas (Grupo D) y no mostro relacion alguna durante los periodos del
Grupo C.

@® cladéceros/Grupo C O copépodos / Grupo D

Riqueza especifica (S)

Abundancia (ind 1)

Figura 13. Relacion entre la riqueza especifica del fitoplancton (S) y la abundancia

de cladoceros y copépodos en la laguna C. Chiquichano mientras la comunidad tiene
gran influencia de las cianobacterias (Grupo C) o diatomeas (Grupo D).
Considerando en forma conjunta los periodos dominados por el Grupo D, no se
observéd una relacion para los cladéceros, mientras que lo propio ocurrio para los

copépodos durante los periodos del Grupo C.

La equitatividad (Eh) de especies de fitoplancton a lo largo del afio se muestra en la
figura 14, con los valores de cl-a de la figura 6 a modo de comparacién. La Eh fue méaxima
durante otofio y primavera, mientras que en verano e invierno los valores fueron
relativamente bajos. EI menor valor se registr6 para el dia 259 (16 de septiembre). Los

valores minimos de Eh ocurrieron durante las épocas de mayor biomasa algal.
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Figura 14. Equitatividad (Eh) de la comunidad fitoplanctonica durante el periodo estudiado. A modo

comparativo se exhiben las variaciones en la concentracion de clorofila a.

Discusién

Esta claro que la alimentacion del claddcero D. spinulata ejerce una presion de
pastoreo en la poblacion fitoplanctonica. Esta presion modifica sustancialmente la biomasa
algal (comparar figuras 6 y 12) y la riqueza especifica (figura 12). La gran capacidad de
este claddcero para modificar su ambiente (por medio de la eficiente alimentacion y una alta
tasa de reproduccién gracias a la partenogénesis) se ponen en evidencia al explicar el 48%
de las variaciones en cl-a y hasta el 95% de las variaciones de la riqueza especifica del
fitoplancton (figura 13). Dado que la penetracién de la radiacion solar en las aguas de la
laguna C. Chiquichano esta determinada en gran medida por la concentracion de cl-a
(figura 4A), D. spinulata modifica también el ambiente dptico de su habitat, induciendo a la
Ilamada “fase de aguas claras”. Durante estas fases, la radiacion solar puede penetrar
probablemente hasta gran parte de la columna de agua (figura 4B). En la laguna estudiada,
la relativamente baja atenuacion, caracteristica de las fases de aguas claras (Lampert y
Sommer 1997; Williamson et al. 2007), ocurre durante periodos tanto de baja radiacion
(durante el invierno) como de alta radiacion solar (verano y primavera, figura 4B).
Considerando que la radiacion solar (principalmente PAR) produce una inhibicion de la
fotosintesis con un grado variable de recuperacion (figura 7) y que durante las fases de

aguas claras el rendimiento fotosintético se ve disminuido hasta en un 90% (dia 300 en la
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figura 9A), es posible suponer que al afectar su ambiente Optico, D. spinulata facilita una
potencial contribucion de la radiacion solar a la modificacion de la comunidad de
fitoplancton. El hecho de que durante la fase clara la UVA es responsable de casi un 50%
de la inhibicion (dia 41 en la figura 9B), sugiere que la RUV puede jugar un papel rol al
menos durante parte del afio en las células en superficie, aunque el efecto estarda modulado
por la composicion de especies (células menos resistentes versus células mas tolerantes) y
velocidad de mezcla, ambas variables con patrones estacionales (figuras 3y 10A).

Es util para las explicaciones ulteriores, exponer primeramente la dominancia
alternada entre cianobacterias y diatomeas, comin en aguas eutrdficas (Watson et al. 1997),
con las diatomeas dominando principalmente en otofio y primavera (Cushing 1989),
mientras que las cianobacterias coloniales parecen explotar mejor las condiciones mas
extremas de temperatura (verano e invierno, figura 10) (Moreno-Ostos et al. 2008; Paerl y
Huisman 2008). Sin embargo, los periodos con alta influencia de cianobacterias (periodos
marcados con la C en la figura 10, de ahora en mas “periodos C”) y de diatomeas/clordfitas
(“periodos D”, figura 10) ocurren, ambos, durante condiciones de alta y baja radiacion
solar, lo cual ofrece una interesante gama de escenarios, para los que cabe preguntarse
cuéles son los factores principales que causan la sucesién observada en el alimento
disponible para el zooplancton.

En este contexto, a continuacion se ensayan brevemente dos simples modelos
conceptuales para explicar las variaciones en la comunidad de fitoplancton. El primero
corresponde al evidente protagonismo del claddcero como consumidor, mientras que en
segundo lugar se interpretan las variaciones considerando a la RUV como co-factor. Cabe
destacar que lejos de ser excluyentes, estos modelos se exponen por separado para su mayor
claridad, pero indudablemente actdan en conjuncion durante todo el afio, aunque su
importancia relativa pueda variar. Para finalizar, se discute brevemente el posible efecto de

la radiacion solar en el fitoplancton como alimento para el zooplancton.

Efecto de D. spinulata en la comunidad fitoplanctonica

Es sabido que una fuerte “presion de pastoreo”, como la observada en D. spinulata,
puede modificar tanto la composicién de especies de su alimento como la de otros
herbivoros presentes (Sanders et al. 1989) y dicho impacto puede tener variaciones
estacionales (Sanders y Porter 1990). A pesar de estar expuestas a los herbivoros durante

todo el afio, algunos agregados celulares y filamentos fueron observados durante los
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méaximos de cl-a y minimos de abundancia de D. spinulata, lo cual refleja que la presion
efectiva de pastoreo del cladocero probablemente no es homogenea para todos los
componentes del fitoplancton. Esto sugiere que algunas especies de fitoplancton son menos
comestibles que otras.

Las especies de fitoplancton “menos comestibles” disminuyen la probabilidad de ser
utilizadas como alimento por cladéceros de gran tamafio como D. spinulata, gracias a
caracteristicas que interfieren en la ingestion. Esta interferencia puede ser causada por
medios quimicos (por ejemplo a través de la produccion de sustancias toxicas como es el
caso de Microcystis sp., Aphanizomenon sp., etc.) (Ghadouani et al. 2004) o directamente
por una interferencia mecanica, por ejemplo el desarrollo de agregados celulares o
filamentos dificiles de manipular / ingerir (Webster y Peters 1978; Richman y Dodson
1983; DeMoitt et al. 2003). Estos obstaculos para la ingestion del fitoplancton pueden
explicar en parte la disminucion de la poblacién de cladéceros (por ejemplo durante los
maximos de clorofila durante abril y agosto) al no tener suficiente “alimento efectivo”
disponible, aunque la biomasa de algas sea alta (Deng et al. 2008). De hecho, la gran
capacidad filtradora de los claddceros del género Daphnia hace que por medio de la
ingestion diferencial de las especies comestibles se facilite un rapido aumento de biomasa
de las especies de fitoplancton menos comestibles, siempre que los nutrientes no sean
limitantes (Kasprzak y Lathrop 1997). Esto deja lugar a otros consumidores (aumenta la
poblacion de M. mendocinus, ver figura 12) que se alimentan bien de las especies de algas
no consumidas por los claddceros o, por ejemplo, M. mendocinus predando sobre rotiferos y
cliados, que probablemente aumentaron su abundancia durante la ausencia del copepodo
(Andersson et al. 2006). Los copépodos del orden de M. mendocinus (CYCLOPOIDA,
segun Martin y Davis 2001) son generalmente considerados omnivoros / carnivoros. Esta
complementariedad de los espectros alimenticios de copépodos y claddceros promueve una
coexistencia y/o dominancia alternada en el zooplancton (figura 12) (Cyr y Curtis 1999;
Sommer et al. 2001; Modenutti et al. 2003; Sommer et al. 2003; Barnett y Beisner 2007).

Cabe preguntarse entonces cuéles son estas especies menos comestibles para D.
spinulata en la laguna C. Chiquichano. Para ello podemos suponer que cuando D. spinulata
sea mas abundante encontraremos una menor biomasa de las especies “preferidas” de
fitoplancton, mientras que dichas algas seran mas abundantes cuando los claddceros ejerzan
una minima presion de pastoreo. En este sentido, durante los periodos de maxima cl-a,

muchas formas coloniales y filamentosas de cianobacterias (en general de baja calidad
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nutricional Matveev y Balseiro 1990) aumentaron su abundancia, mientras que durante los
periodos de menor abundancia de D. spinulata, proliferaron las diatomeas (Cyclotella sp.,
Surirella sp., etc.) y clordfitas (Scenedesmus sp. y Oocystis sp.). Esto brinda una idea
cualitativa de cuales grupos de algas son mas efectivos para sostener la poblacion de
claddceros (por ejemplo Scenedesmus sp es utilizada usualmente como alimento para
cultivos de Daphnia). De esta forma, es posible que D. spinulata haya provocado un
aumento de dichas formas no comestibles al alimentarse en primer lugar de las especies
disponibles mas comestibles (Work y Havens 2003). La alimentacion de D. spinulata
provoca entonces una disminucion de la cantidad de especies presentes (figura 12), siendo
esta relacion mas fuerte durante los periodos de mayor influencia de cianobacterias (figura
14). Esta idea se ve apoyada por la baja equitatividad de las especies en periodos de alta cl-
a (figura 14), lo que sugiere que, aunque el nUmero de especies esta en sus valores maximos
(comparar figuras 12 y 14), sus contribuciones relativas son heterogéneas (probablemente

pocas especies sean las responsables de gran parte de la biomasa).

Efecto de la radiacion solar en el fitoplancton

Al considerar los grupos C y D de algas por separado e identificar las tendencias de
distintas variables durante los periodos correspondientes, emerge un patron que puede
ayudar a explicar la sucesion: durante los periodos C disminuye la tolerancia de las algas a
la radiacion solar, principalmente PAR (aumenta la velocidad de fotoinhibicién, figura 8A;
disminuye la inhibicion al mediodia, figura 9A), mientras que durante los periodos D la
comunidad es progresivamente mas tolerante (baja la velocidad de inhibicién, aumenta la
inhibicion al mediodia). La fotoinhibicién es causada por la RUV vy altas intensidades de
PAR y en general se espera encontrar efectos distintos segun la especie (Arts y Rai 1997),
por lo tanto es esperable que varien también en comunidades naturales (Helbling et al.
1992; Gao et al. 2007), e incluso dentro de la misma especie, dependiendo del medio y
nutrientes (Cullen y Lesser 1991). Tomando como ejemplo un periodo C, se puede
interpretar que a medida que transcurren las semanas-meses, la composicion de la
comunidad se modifica gradualmente, aumentando la importancia de diatomeas y
disminuyendo las cianobacterias (figura 10). Este cambio gradual se refleja en un aumento
en la sensibilidad a la radiacion solar a medida que las especies son reemplazadas por otras
mas sensibles. Las grandes fluctuaciones de H observadas dentro de cada periodo

(generalmente una disminucion seguida de un aumento, figura 10B) podrian apoyar esta
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idea de reemplazo de especies. Una vez finalizado el periodo C, la situacion se revierte al
comenzar el periodo D: ahora la comunidad esta formada por especies relativamente
sensibles (mayor influencia de diatomeas y clorofitas) y al transcurrir las semanas-meses,
las especies van siendo reemplazadas por otras mas resistentes a la radiacion
(probablemente cianobacterias). Al finalizar el segundo periodo D, comienza el ciclo
nuevamente. Con estos resultados, la composicion taxondmica de la comunidad
fitoplanctonica puede tener una relacion con la respuesta fotosintética a la radiacion solar,
lo cual se manifiesta en escalas temporales de semanas-meses. En tiempos mas cortos
(horas, durante los ciclos diarios como los de la figura 7), sin embargo, es mas dificil hablar
de una respuesta diferencial segun la composicion de la comunidad algal.

Si se compara con la radiacion PAR, la RUV no parece ser la causa principal de la
inhibicion del rendimiento fotosintético en este estudio, por lo que los datos no sustentan la
hipotesis de una fotoinhibicidon significativa por RUV. No obstante, es interesante
considerar la asociacion diferencial entre la inhibicién por UVB y la diversidad del
fitoplancton en periodos C o D (figuras 10 y 11). Es dificil distinguir causa de efecto:¢la
inhibicion por UVB modifica diversidad? ¢0 los cambios en la inhibicién por UVB estan
reflejando los cambios en la diversidad?. La fotoinhibicion debida a PAR es muy
importante en la laguna estudiada, pero algunos ensambles de algas (durante periodos D)
fueron capaces de utilizar parte de la RUV para fotosintetizar (valores negativos de
inhibicion en la figura 11), por lo tanto se puede especular que la baja diversidad durante
periodos D esta en parte determinada por las pocas especies mas tolerantes a la RUV.
Durante los periodos C, una mayor diversidad muestra un resultado mas “esperable”: mayor
cantidad de especies con sus biomasas mejor distribuidas resultaran en una “dilucion” de
los efectos de la UVB. En este sentido, la hipdtesis sensibilidad diferencial del fitoplancton
a la RUV esta apoyada parcialmente dado el grado de complejidad de las respuestas de la
comunidad.

Es dificil ponderar la causas del reemplazo de las especies es (por ejemplo la
fotoinhbicion por radiacion solar versus la modificacion de la comunidad por la
alimentacion de los herbivoros). Ambos factores parecen tener una fuerte incidencia en la
comunidad fitoplanctonica, lo cual esta evidenciado por las relaciones entre la abundancia
de zooplancton y la riqueza especifica (figuras 12 y 13) por un lado y la inhibicién debida a

UVB con la diversidad del fitoplancton por otro lado (figuras 10B y 11).
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Efectos de la RUV en el alimento de D. spinulata

Ya se ha mencionado que la mayor inhibicion fue debida a la radiacion visible. Sin
embargo, independientemente de la composicion de la comunidad fitoplanctonica, en la
mayoria de las mediciones el rendimiento fotosintético de las células expuestas a RUV fue
menor y se recuperd menos (ver los ejemplos de la figura 7). Con esto en mente, puede
especularse que el dafio podria alcanzar no sélo a la re-sintesis de proteina D1y
reactivacion del PS 11, sino a otras vias metabdlicas de la célula involucradas en la sintesis
de proteinas, polisacaridos y lipidos (Arts y Rai 1997). Existe la posibilidad de que, al ser
ingeridas por el herbivoro, estas células sean de distinto contenido energético, propagando
asi un efecto de la RUV al consumidor. Por ejemplo, estudios previos han demostrado que
la RUV puede producir efectos negativos en la transferencia de energia a Daphnia magna
desde su alimento, principalmente a través de la disminucion de la calidad nutritiva del
fitoplancton (De Lange y van Reeuwijk 2003). Sin embargo, la RUV no siempre
disminuye la calidad nutricional de las algas e incluso puede aumentarla (Xenopoulos et al.
2002) o afectar el crecimiento del un alga sin afectar su calidad como alimento (Leu et al.
2007).

Combinando la calidad nutricional y rendimiento fotosintético del fitoplancton,
pueden encontrarse respuestas complejas. Por ejemplo, en un estudio anterior la RUV
redujo el crecimiento de la clordéfita Selenastrum capricornutum (mediado probablemente
por una disminucion del rendimiento fotosintético, medida también con un fluorémetro
PAM), pero la calidad nutricional (en términos tanto de &cidos grasos como de carbono,
nitrégeno, fésforo) del fitoplancton no se vio afectada. En ese mismo estudio, Daphnia
magna no mostro efectos significativos al ser alimentada con S. capricornutum expuesta
previamente a RUV (Leu et al. 2006). Sin embargo, la misma especie de cladécero
(D.magna) y la misma especie de alga como alimento (S. capricornutum), muestra ain méas
respuestas alternativas: la RUV influye, no en la calidad, sino en la proporcion de células
ingeridas por el cladocero, mediante una disminucion del tamafio celular del fitoplancton
expuesto a altas dosis de UVB (Germ et al. 2004). En las comunidades naturales, el
alimento de D. spinulata mostrara respuestas dispares al estar compuesto por distintas
especies de fitoplancton con diferentes sensibilidades y respuestas a la RUV desde el punto

de vista no solo fotosintético, sino metabolico y de biosintesis. Por lo tanto, puede
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especularse con la posibilidad de que la RUV tenga un efecto indirecto para los herbivoros

que ingieran células irradiadas en el corto plazo (minutos-horas).
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Capitulo 3

Efectos de la radiacién solar en la movilidad de Daphnia spinulata durante un ciclo

anual en latitudes medias de Patagonia®

Resumen

El cladécero Daphnia spinulata fue expuesto a la radiacién solar en Patagonia,
Argentina, durante un ciclo anual para evaluar la respuesta en términos de movilidad
(velocidad de natacién y orientacion vertical). Los valores de estas variables fueron
medidos para cada individuo de una comunidad natural de zooplancton por medio de video
filmaciones y andlisis de imagenes en diferentes momentos a lo largo de la exposicion La
velocidad inicial vario a lo largo del afio y los cambios en dicha velocidad durante los
experimentos no estuvieron relacionados con el tratamiento de radiacion (PAB, 280-700
nm; PA, 320-700 nmy P, 400-700 nm). En general, se observo un desplazamiento
descendente de los individuos durante todo el afio, independientemente de la cantidad y
calidad de radiacion recibida. Las variaciones observadas en la movilidad no son
satisfactoriamente explicadas por variables en forma individual; la mayor proporcion de las
variaciones son mejor explicadas por interacciones multifactoriales en que incluyen no sélo
la radiacion solar, sino otros factores fisicos (viento previo, irradiancia en la columna de
agua) y bioldgicos (cantidad de alimento, presencia de predadores/competidores y
congéneres). Los resultados indican que la dinamica del plancton en este estudio esta
determinada por una suma de factores que deben considerarse al evaluar los efectos de la
radiacion solar en los ecosistemas acuaticos. Al no encontrar efectos significativos de la
RUV en los pardmetros de movilidad individual, los resultados de esta serie de tiempo

puede ser tomada como informacion de base para futuros estudios.

! Parte de este capitulo se basé en el trabajo de respaldo: Gongalves RJ, Barbieri ES, Villafafie VE, Helbling
EW (2007) Motility of Daphnia spinulata as affected by solar radiation throughout an annual cycle in mid-
latitudes of Patagonia. Photochemistry and Photobiology 83: 824-832
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Introduccion

Los claddceros del género Daphnia son frecuentemente dominantes en las
comunidades zooplancténicas de agua dulce y suelen ser responsables de una parte
significante de la biomasa y produccién secundaria (Moss 1998). En la columna de agua,
estos organismos del plancton estan expuestos a la radiacion solar, tanto PAR como RUV.
Durante las ultimas décadas y como consecuencia del descubrimiento del “agujero de
ozono” en la Antéartida y el concomitante aumento de la UVB (Blumthaler et al. 2003), los
efectos de la RUV en los organismos y ecosistemas acuaticos han sido objeto de
investigacion (de Mora et al. 2000; Helbling y Zagarese 2003). Los resultados de estas
investigaciones han demostrado que la RUV puede afectar negativamente a los organismos
mediante el dafio directo a la molécula de ADN, o bien a otros componente celulares tales
como las proteinas y / o membranas (Sinha y Hader 2002).

Estudios previos indican que el zooplancton también puede ser en muchos casos
afectado por la RUV (Hessen 2002; Marinone et al. 2006). Aunque hemos aprendido
mucho acerca de los efectos e impactos potenciales de la RUV en el zooplancton, todavia
queda mucho por investigar acerca de los llamados “efectos sub-letales” (efectos méas
sutiles que se registran aunque no causen una mortalidad significativa de los organismos).
Estos efectos son mas sutiles y dificiles de observar en muchos casos, e incluyen entre otras
variables los cambios comportamentales o de movilidad. Por ejemplo, se ha observado en
estudios de laboratorio que el cladécero Daphnia magna se aleja de la luz y cambia su
conducta cuando es expuesto a radiacion UV monocromatica (especialmente dentro del
rango UVA, con una maximo de respuesta a 340 nm), mientras que la reaccion opuesta se
observa cuando los individuos se exponen a radiacion visible (Storz y Paul 1998). Otros
estudios muestran que Daphnia pulex muestra distintas velocidades segun la temperatura y
la historia previa (velocidad de natacion entre 4.62 y 7 mm s-1, siendo mayor a 25 °C que a
5°C) (Gorski y Dodson 1996). En un lago eutréfico con grandes variaciones de
temperaturas, Daphnia pulicaria mostr6 velocidades de natacion variables a lo largo del
afio (valores medios entre 5y 8 mm s™), pero las variaciones no estuvieron asociadas la
temperatura del agua (Ryan y Dodson 1998). Esto da una idea de que la movilidad “basal”

no es algo estatico y dependera de la historia previa.
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La movilidad individual del zooplancton esta involucrada en numerosas actividades
que colectivamente son fundamentales para la préxima generacion, tales como el escape de
predadores (Weber y van Noordwijk 2002), encuentro hembra-macho, movimiento de los
apéndices filtradores, etc. (Alcaraz and Strickler 1988; Nihongi et al. 2004; O'keefe et al.
1998; Strickler 1977; Suchman 2000). La movilidad también puede ser evaluada en
términos de la tendencia de los individuos a desplazarse hacia o escapar de la superficie del
cuerpo de agua que habitan (migracion vertical), lo cual produce un cambio en la radiacion
total a la que esta expuesto el organismo. En este sentido, se ha demostrado que varias
especies de Daphnia (D. cucullata, D. rosea y D. pulex, individuos pigmentados y no
pigmentados) evitan las capas de superficiales de agua, en las cuales estarian expuestas a
RUV (Rhode et al. 2001). Otros estudios de migracion vertical mostraron que Daphnia
pulicaria muestra una migracién hacia el fondo cuando la RUV natural esta presente,
mientras que lo individuos tendieron a permanecer cerca de la superficie cuando en los
tratamientos que bloqueaban la RUV, aln corriendo el riesgo de quedar expuestos a

predadores visuales (Leech y Williamson 2001).

Predadores visuales tales como Chaoborus pueden a su vez interactuar con la RUV
para hacer aun mas compleja la migracion vertical, como es el caso de Daphnia catawba
(Boeing et al. 2004). Sumado a ello, los individuos de D. catawba expuestos a RUV
natural mostraron una preferencia por aguas mas profundas en su distribucion vertical
cuando la RUV estaba presente (Fischer et al. 2006). De esta manera, es esperable que un
cambio en la movilidad individual se convierta en una fuente de potencial de variacion en

la comunidad zooplanctonica.

El objetivo de este trabajo es evaluar el impacto de la exposicion solar reciente en la
movilidad (en términos de velocidad de natacion y orientacion) del cladécero D. spinulata
Birabén, 1917, habitante de un cuerpo de agua dulce de la provincia de Chubut, Argentina.
Las hipotesis de trabajo son a) la RUV disminuye la movilidad del cladécero en términos
de velocidad de desplazamiento y b) la RUV provoca un movimiento vertical neto en
contra de la gravedad. Este estudio complementa las investigaciones de base acerca de
fotobiologia del zooplancton en la zona de la Patagonia Argentina, donde se han efectuado
previamente estudios para evaluar la supervivencia, migracion hacia aguas mas profundas,

fotorreactivacion, produccion y presencia de compuestos que absorben RUV, etc. (Alonso
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et al. 2004; De Los Rios and Soto 2005; Gongalves et al. 2002; Modenultti et al. 2005;
Tartarotti et al. 2004; Tartarotti et al. 2000).

Materiales y métodos

Zona de estudio y coleccion de muestras

Este estudio se realiz6 con muestras de la Laguna Cacique Chiquichano (43°14’S
65°18’W), situada en la costa atlantica de Patagonia central, en la ciudad de Trelew
(Chubut, Argentina). Esta laguna es el mayor cuerpo de agua (0.18 km?) dentro de la zona
urbana, con una profundidad media de aproximada de 2 m. Esta localizada dentro de un
area poblada, lo cual la hace un lugar ideal para un estudio dado su accesibilidad. La
ausencia de arboles o edificios en sus alrededores permite no s6lo que la radiacion solar
incida a pleno en la superficie, sino también que el espejo de agua esté expuesto
permanentemente a los vientos durante todo el afio (Rivera 1993) y la consiguiente mezcla
de la columna de agua (Gonzalez y Tappari 1995). Sumado a ello, el area esta
periddicamente bajo la influencia de masas de aire con concentracion disminuida de ozono
(durante octubre - noviembre), fenémeno asociado probablemente al vértice polar (Orce y
Helbling 1997). Se han efectuado algunos estudios previos en esta laguna con zooplancton
(Goncgalves et al. 2002) y fitoplancton (Klisch et al. 2005).

El muestreo y experimentacion fueron Ilevados a cabo a lo largo de un ciclo anual,
desde febrero 2005 hasta enero 2006, con una frecuencia de un muestreo cada 2-4 semanas.
Las muestras de zooplancton se obtuvieron con una red (200 um tamafio de malla) que fue
“arrastrada” horizontalmente en los 20 cm superficiales de la columna de agua. Los
especimenes se transportaron inmediatamente al laboratorio de la Estacion de Fotobiologia
Playa Union (EFPU, aproximadamente a 40 min de viaje) en botellas de policarbonato de 2
L dentro de un contenedor con aislacion luminica y térmica. Una vez en el laboratorio, el
zooplancton fue colocado en una cdmara de cultivo a 18 °C durante la noche, hasta el dia

siguiente cuando se realizaron los experimentos de movilidad (ver mas abajo).
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Cabe destacar que en estudios previos (y también en los datos presentados aqui),
encontramos las méximas densidades de D. spinulata a 18 °C, por lo tanto esta fue la
temperatura seleccionada para utilizar en la experimentacion a lo largo de todo el afio. El
enfoque utilizado aqui esta orientado a comparar las respuestas a la radiacion solar en los
organismos ya aclimatados a una misma temperatura, en distintos momentos del afio. Al
hacer esto, se esta descartando la influencia de la temperatura del agua de la laguna
(temperatura in situ) en los procesos metabolicos y alguna potencial recuperacion
diferencial a lo largo del afio debido a este factor. Por lo tanto, los experimentos aqui
presentados se concentraron en los efectos subletales de la RUV en D. spinulata cuando
otras variables (historia luminica previa, cantidad y calidad del alimento, presencia de otros

organismos zooplanctonicos, etc.) también cambiaban a lo largo del afio.

Adicionalmente se colectaron muestras de agua superficial con un botellon plastico
(prelavado con HCI 1N) para la determinacion de otros parametros, tales como abundancia
de fitoplancton, materia cromoforica organica disuelta (CDOM) y la concentracion de

clorofila a.

Exposicion y video filmacion del zooplancton

Antes de la experimentacion, los individuos moribundos y muertos se descartaron
de la muestra original con una pipeta. Se considerdé moribundo a aquellos individuos que
no exhibian ninguna reaccion locomotora cuando se los disturbaba, ain cuando mostraran
otros signos de movimiento (apéndices filtradores). Los experimentos se realizaron con la
comunidad completa de zooplancton de la muestra, que consistio tipicamente en
especimenes del claddcero D. spinulata y el copépodo ciclopoideo Metacyclops
mendocinus (Wierzejski, 1892). En este estudio se presenta la movilidad de D. spinulata

de dicha comunidad.

Los individuos de zooplancton se dividieron cuidadosamente y se distribuyeron
aleatoriamente en ocho camaras de policarbonato transparente a la RUV (Plexyglas® XT -
Réhm GmbH & Co. KG, Darmstadt, Alemania) llenadas con agua filtrada (100 um de

malla, para remover las particulas o suciedad que puedan interferir en la video filmacidon)
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de la laguna. Las dimensiones de cada camara de policarbonato son 23 x 16 x 3 cm (largo,
ancho, profundo) y fueron especialmente confeccionadas para filmar a los individuos con
libertad de movimiento, al la vez que se mantiene una profundidad focal relativamente
pequefia (3 cm) para no perder los organismos del foco de la lente. Esto es importante para
que el paquete informatico de analisis de imagenes pueda detectar correctamente a un
organismo, diferenciando los bordes de su cuerpo y el fondo filmado. Durante la
exposicion, las muestras estuvieron contenidas en un recipiente de 3 cm de profundidad

(tomando la profundidad como una distancia vertical).

Se implementaron tres tratamientos de radiacion (por duplicado) por medio del uso
de filtros colocados los recipientes en los que se expusieron los organismos:

1) tratamiento P (organismos que recibieron sélo PAR, 400-700 nm): caAmaras de
exposicion cubiertas con Ultraphan 395 (UV Opak, Digefra; 50% transmitancia
a 395 nm),

2) tratamiento PA (organismos que recibieron PAR + UV-A, 315-400 nm):
camaras cubiertas con Ultraphan 320,

3) tratamiento PAB (organismos que recibieron PAR + UVA + UV-B, 280-700
nm): camaras desprovistas de filtro.

Adicionalmente, un cuarto grupo (también por duplicado) fue envuelto en papel
aluminio y sirvié como un control en oscuridad. Todas las cAmaras fueron colocadas en un
bafio de circulacion de agua a temperatura controlada (18 £ 2 °C) y expuestas
horizontalmente a la radiacion solar (a “cielo abierto”, sin sombras, etc.) durante 8 h. La
exposicion comenzaba a las 9 am hora local. Al inicio de la exposicion y luego cada 2
horas (a las 2, 4, 6 y 8 hs de exposicion) las cAmaras se tomaban de a una por vez, se
rotaban suavemente 90° y se colocaban verticalmente en una estructura semicerrada que la
protegia de la luz ambiente (para evitar los movimientos artificiales de fototaxis de los
individuos), con un fondo difuso para filmar los patrones de movimientos del zooplancton

(por lo tanto la filmacidn y la exposicidn no se realizaron simultaneamente).

Con la rotacion del recipiente (camara) donde estaban siendo expuestos los
organismos, se pudo encuadrar con la video-filmadora toda la superficie que estaba
expuesta a la radiacién solar (23 x 16 cm) y D. spinulata podia libremente nadar hacia

arriba o hacia abajo distancias mayores que durante la exposicién (es decir, durante la
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filmacion la profundidad del agua era de 16 cm mientras que durante la exposicion era de 3
cm). De esta forma, cada individuo puede ser visualizado en todo momento en cualquier
punto de la camara. La manipulacion de la camara fue muy cuidadosa y suficientemente
suave para evitar modificar el patron de natacion de los individuos con perturbaciones
mecanicas que resultarian de la agitacion y movimiento interno del agua de la camara. Tan
pronto como la cdmara alcanzo la “posicion de filmacion” (menos de 60 s desde que se
quito la camara del bafio de agua para exposicion), la movilidad del zooplancton fue
filmada durante 120 s con una video-filmadora (JVC modelo GR-AX4) y la cAmara fue
devuelta a la exposicion (el procedimiento completo duré < 5 min); cada experimento fue
grabado y almacenado en cintas tipo VHSC. Una escala de referencia de 1cm fue incluida
en la parte frontal de cada camara, de manera tal que pudiera ser visualizada durante toda la
filmacion. Inicialmente se dividié cada filmacion en secuencias de 30 s pero no se
encontraron diferencias en los parametros medidos en cada intervalo (los primeros 30 s con
los ultimos 30 s, etc.), por lo cual se utiliz6 la filmacion completa para cada muestreo de

movilidad en nuestros analisis.

Analisis de imagenes

Las video filmaciones fueron analizadas utilizando un paquete informatico de
analisis de imagenes (WinTrack2000, Real Time Computers, Inc., Alemania) (Lebert y
Héder 1999). Ademas de la velocidad y orientacion de cada individuo detectado, el
programa asigna a cada objeto un “factor de forma” (un parametro para distinguir los
objetos redondos de los objetos alargados), el cual permitio separar los datos de cladoceros
(forma mas bien oval) por un lado y copépodos (forma mas bien alargada) por otra parte.

El factor de forma (F, adimensional) se calcula como F= L?/ (A 4r), donde L es el
perimetro (por ejemplo en mm) del objeto detectado y A es su area (por ejemplo en mm?).
Mediante pruebas preliminares en las cuales se filmaron y analizaron muestras de D.
spinulata y M. mendocinus por separado, se determino un factor de forma caracteristico
para cada una de estas dos especies. El intervalo del factor de forma para M. mendocinus
varia entre 1.23 y 1.77 (media * 3 desviaciones estandar), mientras que D. spinulata mostr6
un intervalo que va desde 2.21 a 2.48 (media + 3 desviaciones estandar). Para separar estos

intervalos sistematicamente en el andlisis de los datos, se asigno un limite de factor de
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forma de 1.92. Valores por encima de ese valor correspondieron a M. mendocinus,
mientras que los valores menores a dicho limite indican un objeto de las caracteristicas de
D. spinulata. Este limite seleccionado permitio separar completamente los datos de ambas
especies, lo cual fue reconfirmado durante el estudio con las muestras en las cuales una de

las dos especies dominaba por completo o era la Unica presente.

El angulo de desplazamiento (direccion, en grados) asociado con cada vector de
velocidad es 0° para individuos moviéndose hacia la superficie (arriba) y 180° para los
individuos moviéndose hacia el fondo (abajo). Asi, todos los movimientos verticales se
dividieron en “natacién ascendente” (angulos >270° 6 <90°) y “natacién descendente”
(angulos entre 90° y 270°). En base a esto, se definié un parametro “direccion de natacion”,
que toma en cuenta el namero de individuos que se mueven en forma ascendente o
descendente. Este parametro “direccion de natacion” para cada muestra se calculé como
(IN“N¢] » 100), donde N denota el niamero de individuos nadando en forma ascendente o
descendente y N; es el numero total de individuos registrados en el film. N se considerd
negativo para los movimientos descendentes y positivo para los ascendentes. El programa
también calcul6 algunos valores (<5% de los casos) como movimientos netamente
horizontales (direccion de natacion exactamente iguales a 90° 6 180°), los cuales no fueron
considerados en los céalculos. Debido a que los individuos de la misma poblacion de
Daphnia pueden tener distintas tendencias migratorias (King y Miracle 1995) se calculd
una resultante de la direccidn de natacion (direccion neta), para obtener una medida de la
orientacion neta de todo el grupo de organismos considerados en la muestra. Por ejemplo,
si el 40% de los individuos nadaban hacia la superficie mientras que el 55% nadaban hacia
el fondo, la direccidn neta era de -15 (resultado de restarle 55 a 40). La direccién neta no
varié significativamente a lo largo de los experimentos (p > 0.05, ANOVA de medidas
repetidas), por lo cual se utilizé un valor promedio para cada tratamiento, calculado desde
el inicio del experimento hasta las 13:00 (hora local, maxima irradiancia solar) como

representativo de todo el experimento de ese dia.

Abundancia de zooplancton, pigmentos fotosintéticos y CDOM

Para la determinacion de abundancia se fijaron muestras representativas de la

comunidad natural de zooplancton bien con formaldehido (2%) o con etanol (96%) y se
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examinaron bajo lupa (40x). La concentracion de clorofila-a total (cl-awt) Y de las células
nanoplanctonicas (cl-anano) se determinaron siguiendo los procedimientos estandar
detallados en el capitulo anterior (Holm-Hansen et al. 1965; Holm-Hansen y Riemann
1978). La materia organica cromoforica disuelta (CDOM) fue estimada de acuerdo a

Osburn y Morris como se explico en el Capitulo 2 (Osburn y Morris 2003).

Radiacién solar y otros parametros atmosféricos

La radiacion solar incidente se monitored continuamente con un sensor de banda
ancha ELDONET tal como esta explicado en el capitulo previo. Durante el periodo de
estudio, la velocidad e intensidad del viento se monitorearon cada 10 min con una estacion
meteoroldgica (Oregon Scientific, modelo WMR-918). La velocidad del viento utilizada
en el modelo predictivo (ver mas adelante) representa el promedio de los 3 dias anteriores
al muestreo (viento en el dia Juliano 13 no disponible debido a inconvenientes técnicos).
Los datos de concentracion de ozono se obtuvieron de la base de datos de la NASA

(http://jwocky.gsfc.nasa.gov) y estan expresados en Unidades Dobson (UD).

Estimacién de la radiacion en la columna de agua

Debido a la imposibilidad técnica de medir la irradiancia subacuética en la laguna
Cacique Chiquichano, se estimé el coeficiente de atenuacion para la radiacion descendente
para PAR (Kpar) a partir de modelos previamente publicados (Morris et al. 1995; Branco y

Kremer 2005) con la siguiente férmula:
Kpar = (0.22 + 0.008 * cl-a + 0.054 * cl-a%%°) + (0.1948 * agyo — 0.9203)

en la cual el primer término del miembro derecho representa la relacion del Kpag con la cl-a
y el segundo la relacion con la CDOM. El primer término es del tipo Ko + 0.008 (cl) +
0.054 (cl)*® y ha sido utilizado para predecir el Kpag en varios lagos eutréficos y
mesotroficos (Branco y Kremer 2005). Dado que no se contaba con datos para la
atenuacion de base (Ko), en el presente estudio se adopté el valor de 0.22 para las aguas

mesotroficas del Lago Ontario, tal como fuera utilizado por Thomann et al. (1975), citado
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en Branco y Kremer (Branco y Kremer 2005). Para el segundo término, se utilizaron datos
publicados por Morris et al. (Morris et al. 1995) para un grupo de lagos de Alaska con alta
concentracion de carbono organico disuelto y relativamente baja cl-a, que presentaban
coeficientes de absorcion (aszo) similares a los de la laguna Cacique Chiquichano. Con
estos datos se realiz6 una regresion entre el Kpar y el asy (R? = 0.74, n = 13). Con la
ecuacion resultante de esta regresion, se estimaron los valores de Kpar a partir del aszo
obtenido en las muestras de la laguna del presente estudio. Aunque la precision de este
modelo no fue determinada (particularmente por la incertidumbre de Ky), es pertinente para

una buena descripcion cualitativa de la atenuacion de la radiacion PAR en la laguna.

Teniendo en cuenta el Kpagr, la poca profundidad y mezcla en la laguna, se calculd
la irradiancia media en la columna de agua (I,) de acuerdo tal como se detallo en el

capitulo previo (Helbling et al. 1994).

Tratamiento estadistico y modelos

Todos los tratamientos se realizaron por duplicado y se registraron rutinariamente
entre 100 y 200 individuos por camara para obtener una media y una desviacion estandar
para cada tratamiento de radiacion. En varias ocasiones, cuando la concentracion de D.
spinulata fue muy baja, se registraron menos individuos, pero nunca menos de 10
simultaneamente. Cada cAmara fue considerada como la unidad experimental (muestra
estadistica). Se realizaron dos tipos de andlisis de la varianza (ANOVA) en diferentes
escalas de tiempo: dentro de cada dia de experimentacion se utilizé una prueba ANOVA de
medidas repetidas, mientras que en una escala mas amplia se utilizé una prueba ANOVA
de dos factores para evaluar diferencias entre los tratamientos de radiacion y entre las
distintas fechas a lo largo del afio. El nivel de significancia fue predefinido en 0.05 para

todos los analisis.

Para comparar los resultados obtenidos antes y después del mediodia solar, se
utilizo una prueba t para muestras pareadas. En los casos efectuados de regresiones
lineales, se reporta el mejor ajuste y los intervalos de confianza del 95% junto con los
valores R? y la probabilidad de que la pendiente sea igual a cero (p). Para las regresiones,

no se utilizé ninguno de los métodos “stepwise forward” ni “backward” para incluir las
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distintas variables, sino que las variables independientes fueron ingresadas al modelo en un
solo paso. Se modeld la velocidad inicial de D. spinulata a lo largo del afio a partir de su
abundancia, la concentracion de cl-a total y la intensidad del viento durante los 3 -4 dias
previos. La razdn para incluir el viento en dicho modelo es que los movimientos del agua
generados por la mezcla (provocada por el viento en la superficie) podrian afectar la
movilidad del zooplancton de la laguna Cacique Chiquichano. La regresion lineal multiple
obtenida (R* = 0.83; p = 0.002) permitié estimar la velocidad inicial con la siguiente

formula:
Sm=3.199 + 0.003 (cl-a) — 0.574 (W) + 0.007 (D)

donde Sy, es la velocidad inicial (mm s™) del modelo, cl-a es la concentracién de
clorofila-a total en la muestra (ug I'*), W es la velocidad promedio del viento (m s™) previo
y D es la abundancia absoluta de D. spinulata (ind I'*). De manera similar, se estimé la
aceleracion de D. spinulata a lo largo del experimento utilizando una regresion lineal
multiple, con la velocidad inicial de natacion y el contenido relativo de nanoplancton como

variables independientes, obteniendo la siguiente relacién (R? = 0.89; p < 0.001):
A =-0.623 +0.11 (N) — 0.115 (So)

donde A es la aceleracion predicha por el modelo (um s), N es la abundancia
relativa de nanoplancton (datos mostrados en el capitulo 2) y Sy es la velocidad inicial de
natacién (mm s™) medida antes de la exposicién a la radiacion solar.

La orientacion de natacion fue explicada por un modelo basado en diversos
parametros: los coeficientes ajustados en la regresion lineal maltiple indican que un
incremento en la abundancia del copépodo M. mendocinus, intensidad previa del viento e
intensidad de la irradiancia en la columna de agua estan relacionados con una natacion

descendente (direccion neta negativa) mas pronunciada (R = 0.85, p = 0.001), segin:
G =29.519 - 0.181 (I,n) — 0.145 (C,) — 5.979 (W)
donde G es la direccion neta de los individuos nadando en forma vertical, I, es la

irradiancia media (W m) estimada para la columna de agua, C, es la abundancia absoluta

de copépodos (M. mendocinus, ind 1) y W es la intensidad del viento (m s™) previo al
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experimento. El criterio para la seleccion de las variables en los tres modelos presentados
fue encontrar los factores biol6gicamente relevantes que mejor expliquen las variaciones

observadas.

Resultados

La radiacion solar incidente y la concentracidn de ozono sobre la laguna Cacique
Chiquichano durante el afio 2005 se muestran en la figura 1. Los patrones de radiacion
sobre la superficie en términos de dosis diarias (figura 1A, B y C) estan de acuerdo con la
distribucion tipica de latitudes medias (valores altos durante el verano y bajos durante los
meses de invierno) debido al cambio gradual de proximidad y orientacion de la Tierra con
respecto al Sol. La irradiancia PAR al mediodia solar y las dosis diarias (figura 1A)
mostraron un patrén similar a lo largo del afio, con valores méximos de aprox. 450 W m?y
12000 kJ m™ durante el dia Juliano 328 y el 4 respectivamente. Las dosis diarias de UVA 'y
UVB siguieron una tendencia similar a la de PAR: las dosis diarias maximas fueron
medidas en verano (1830 y 50 ki m para UVA y UVB respectivamente), mientras que los
valores minimos se observaron en invierno (21 y 0.2 kJ m™ para UVA y UVB
respectivamente) (figura 1B y C). La variabilidad diaria observada en los patrones de PAR
y RUV estuvo principalmente causada por la cubierta de nubes. La concentracion de ozono
sobre el area de la laguna Cacique Chiquichano (figura 1C) varié también a lo largo del
afio, con valores relativamente bajos en verano y altos durante el invierno y la primavera.
La concentracién maxima ocurrid durante el invierno (405 UD en el dia Juliano 217),
mientras que el valor minimo (231 UD) esta registrado para el dia Juliano 120. Durante el
perfodo estudiado, la velocidad del viento varié entre 0y 5.8 m s™, con un valor maximo de
15 m s™ (datos no graficados); el viento més intenso ocurrié normalmente durante el otofio

y la primavera.

Algunas caracteristicas bioldgicas y fisicas del cuerpo de agua muestreado se
muestran en la figura 2. La concentracion de cl-a total vari6 significativamente a lo largo
del afio (figura 2A) con valores altos en verano (enero, 663.7 ug I™%), otofio (abril, 778.4 pg
I'YY e invierno (agosto, 578 pg I™). Concentraciones relativamente menores fueron
determinadas en puntos alternados, con valores tan bajos como 31.7 ug I"* en invierno

(junio) y 4.2 pg I en verano (diciembre). El coeficiente de absorcién (asz), utilizado
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como un estimador de la CDOM (figura 2A) mostro relativamente menos variabilidad que
la concentracion de cl-a total, con una tendencia incremental a lo largo del afio. ElI minimo
valor de asy (3.4 m™) se determind en verano (febrero), mientras que el maximo (23.6 m™)
se observo a finales del invierno (septiembre). EIl coeficiente de atenuacion para la
radiacion PAR (Kpag) varié entre 2.2 y 12.5 m™ (figura 2B). De acuerdo al modelo
utilizado en este estudio, valores bajos de cl-a total y a3y resultaron en bajos valores de
Kpar (por ejemplo dia Julianos 41, 153 y 300); el mayor valor de Kpar fue estimado para
verano, otofio y finales del invierno (meses de enero, abril y septiembre, respectivamente) y
se asocian con altos niveles de cl-a total. La irradiancia media estimada en la columna de
agua (Im) permanecio relativamente baja durante invierno y otofio (dia Juliano 82 a 259)
con valores menores que 57 W m™. Durante el verano y la primavera, sin embargo, I, se
incrementd, alcanzando valores de 155 y 189 W m (dia Juliano 41 y 300,
respectivamente). Finalmente, la temperatura del agua en la laguna Cacique Chiquichano
(figura 2C) mostr6 un amplio rango a lo largo del afio, variando entre >23.5 °C durante el
verano a 4.2 °C en invierno, aun con la formacion de hielo en la capa superficial durante

algunas mafanas.

La abundancia relativa de las dos especies representativas de zooplancton (en
términos de cantidad y biomasa) se presentan en la figura 3. Los claddceros herbivoros
(representados casi exclusivamente por D. spinulata) y el copépodo omnivoro M.
mendocinus mostraron dominancias alternadas durante el afio (figura 3). Los claddceros
fueron claramente dominantes durante febrero (verano), de mayo a junio (otofio) y de
septiembre a noviembre (primavera), periodos en los cuales representaron mas del 75% de

la biomasa y llegaron a su méxima abundancia durante septiembre (377 ind I'%).
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Figura 1. Parametros atmosféricos sobre la laguna Cacique Chiquichano en funcién del tiempo. A)

dosis diarias (linea continua, en kJ m?) e irradiancia (circulos, en W m®); B) dosis diarias de UVA

(315-400 nm) e intensidad promedio del viento de los dias anteriores al muestreo; C) dosis diarias de

UVB (280-315 nm) (linea delgada, en ki m™) en la superficie y concentracién de ozono sobre el sitio

(linea gruesa, en UD). Los datos de ozono se obtuvieron de http://jwocky.gsfc.nasa.gov. Para mayor

claridad, se muestra el eje X como dia Juliano, meses y estaciones en A), B) y C) respectivamente.
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Figura 2. Parametros bioldgicos y fisicos en la laguna Cacique Chiquichano a lo largo del ciclo anual. A)

abundancia fitoplancténica estimada mediante la concentracion de cl-a (circulos oscuros, en pg 1) y materia

organica cromoférica disuelta (CDOM) estimada a partir de la absorbancia a 320 nm (circulos blancos, en m”

1), B) Estimaciones del Coeficiente de atenuacion de PAR (en m™). C) Irradiancia media en la columna de

agua |y, (circulos oscuros, en W m™) y temperatura del agua (circulos claros, en °C).
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Figura 3. Abundancia relativa (%) del claddcero Daphnia spinulata y el copépodo Metacyclops mendocinus
durante el periodo de estudio.

Los patrones de movilidad de D. spinulata se muestran en la figura 4 y figura 5. En
ambas figuras se muestra también el resultado del modelo utilizado para estimar la
movilidad (ver la seccién materiales y métodos). La velocidad inicial de natacion (antes de
comenzar la exposicion) varié considerablemente a lo largo del afio y tomo valores
comprendidos entre 0.5 + 0.05 mm s™ (en muestras de junio) y 6.7 + 1.01 mm s™ (en
muestras obtenidas durante febrero) (figura 4A).

Para cada dia de experimentacion, hubo cambios significativos en la velocidad de
natacion al ser comparada con los valores iniciales (al comenzar la exposicion) (ANOVA
de medidas repetidas, p < 0.05 para todos los casos). Estos cambios en la velocidad de
natacion (en adelante, la aceleracion) de D. spinulata se muestran en la figura 4B. La
aceleracion tomo distintos valores a lo largo del afio (Fi242 = 11.53, p < 0.01), con valores
positivos (incremento de la velocidad de natacion) durante finales de otofio / principios de
invierno y valores negativos (una disminucion de la velocidad de natacion) durante el resto
del afio. No hubo efectos significativos del tratamiento de radiacién (F2 4, = 0.56, p = 0.57)
en la aceleracion de D. spinulata, mostrando los organismos que recibieron UVB valores
similares a los que recibieron sélo PAR.
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Figura 4. Parametros de movilidad de D. spinulata: A) Velocidad inicial de natacién (circulos, en mm s™)

medida durante el periodo de estudio.

Las barras de error indican una desviacion estandar.

El modelo

ajustado y una desviacion estandar se muestran con las lineas punteadas; B) cambios en la velocidad de

natacion (aceleracion) de D. spinulata (circulos, en pm s?) calculadas a partir de los datos experimentales

(desde el comienzo de la exposicion hasta las 13:00 hora local). Los circulos negros representan muestras

expuestas a la radiacion solar sin filtrar (280-700 nm); los circulos grises denotan muestras que recibieron

PAR + UVA (tratamiento PA, 320-700 nm) vy los circulos blancos son muestras que recibieron sélo radiacion

visible (tratamiento P, 400-700 nm). Las lineas discontinuas muestran la aceleracién predicha por el modelo

ajustado y una desviacion estandar.
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Figura 5. Direccién neta de natacién (circulos negros) obtenida como la suma del porcentaje de
individuos nadando hacia arriba (columnas blancas, valores positivos) y el porcentaje de individuos
moviéndose hacia abajo (columnas oscuras, valores negativos). Las barras de error indican una

desviacién estandar.

En cualquier experimento dado, algunos individuos de D. spinulata nadaron
ascendentemente, mientras que otros se movieron en hacia abajo (figura 5). Los valores
promediados de la exposicion antes del mediodia (hasta las 13:00 hora local) fueron
estadisticamente similares (T14 = 1.76, p > 0.9) a los de pasado el mediodia, por lo tanto los
valores del primer periodo son presentados aqui como representativos del experimento. No
hubo diferencias significativas en la proporcion de individuos moviéndose hacia arriba o
descendiendo si se comparan los distintos tratamientos de radiacion (p = 0.17), por lo tanto
los datos se agruparon para los calculos subsiguientes. La proporcién de individuos
nadando hacia arriba o hacia abajo varié a lo largo del periodo estudiado (columnas en la
figura 5) pero para la mayoria de los experimentos se observé una predominancia general
de una tendencia a nadar hacia el fondo del recipiente (méaximo de 68%), si se compara con
la tendencia a nadar en forma ascendente (maximo de 55%). La direccién neta (circulos en
la figura 5) fue hacia abajo, con un valor extremo de 41. Sin embargo, a finales de otofio /
invierno, la direccidn neta fue significativamente diferente (p = 0.002), con una menor
proporcién de individuos nadando hacia abajo que la observada para primavera / verano,

cuando la direccion neta fue mayoritariamente el alejamiento de la superficie.
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Discusioén

La regidn de Patagonia esté periédicamente sujeta a la influencia de masas de aire
con bajo contendido de ozono, las cuales han sido detectadas en Argentina a latitudes de
hasta 38 °S (Orce y Helbling 1997). Por lo tanto, los efectos de la RUV, especialmente
UVB en ecosistemas acuaticos han recibido una atencién creciente y se han venido
efectuando varios estudios en el area (Villafafie et al. 2001). Se ha estudiado que la
movilidad del zooplancton en sentido amplio es afectada por varios factores relativamente
simples de medir. Por ejemplo se ha observado una mayor movilidad de Daphnia pulex a
mayor temperatura dependiendo de la historia previa de aclimatacion (Gorski y Dodson
1996), mientras que varias especies de Daphnia mostraron cambios proporcionales a la
variacion de temperatura, modificando su desplazamiento vertical en la columna de agua
(Gerritsen 1982; Gorski y Dodson 1996). Varios autores han observado conductas de
escape provocadas por la RUV (Storz y Paul 1998; Leech y Williamson 2001; Rhode et al.
2001; Boeing et al. 2004); a su vez, la mayor viscosidad del agua produjo disminuciones en
el movimiento sub-individual en Daphnia galeata (Loiterton et al. 2004). Con respecto a la
migracion vertical, otros factores fisicos como la concentracion de oxigeno pueden tener
gran importancia (Ramos-Jiliberto y Zdfiiga 2001). En distintos estudios se ha intentado
relacionar la conducta de natacion con factores Unicos o un pequefio grupo de ellos (como
luz, comida, temperatura, predadores), obteniendo una amplia gama de respuestas. Por
ejemplo, Dodson y otros (1997) observaron que diferentes especies de Daphnia exhiben
distintos comportamientos en su natacion cuando son expuestas a distintas condiciones de
luz y alimento y que esa respuesta puede estar relacionada con el habitat original de cada
especie (Dodson et al. 1997); Weber y van Noordwijk (2002) encontraron que la presencia
de un predador afecta la movilidad (velocidad de natacion, largo de la trayectoria total y
distribucion vertical) en clones de Daphnia galeata (Weber y van Noordwijk 2002). Los
datos presentados aqui indican que el patron de natacién, aceleracion y movimientos
verticales de D. spinulata a lo largo del afio no son explicados satisfactoriamente por
relaciones uni-factoriales. Esto concuerda con estudios previos (Ryan y Dodson 1998) en
los cuales la velocidad de natacién de D. pulicaria vario a lo largo del afio y no estaba
relacionada Unicamente con la concentracion de alimento. En la presente tesis, sin
embargo, la mayor parte de la variabilidad en la velocidad inicial de D. spinulata estuvo
relacionada con la concentracion de cl-a, con la intensidad del viento y la abundancia de D.

spinulata. Esto podria estar reflejando la importancia de mecanismos de aclimatacion a la
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historia previa (viento de los dias anteriores) como con respuestas comportamentales a
factores bioldgicos (la concentracion de alimento y presencia de congéneres). A

continuacion se discuten estos aspectos.

Velocidad de natacion

Uno de los objetivos de este capitulo fue determinar si D. spinulata cambiaba su
velocidad diferencialmente luego de haber sido expuesta a radiacion solar. Contrariamente
a lo esperado, no se encontraron efectos de la RUV en esta variable, lo cual sugiere que D.
spinulata fue capaz de hacer frente a esta banda de radiacion y sobrellevar cualquier
impacto potencial de la RUV. Estudios de laboratorio previos con una especie relacionada
(D. menucoensis, ver algunos antecedentes en el capitulo 1) colectada en la misma laguna
de estudio mostré por ejemplo un mecanismo de reparacion de ADN (dependiente de la luz,
fotorreparacion) altamente eficiente (Gongalves et al. 2002). Sin embargo, no se pueden
descartar otras posibilidades tales como que las especies de Daphnia en la laguna Cacique
Chiquichano carezcan de respuestas sensoriales a la RUV o que dichas respuestas fueron
demasiado leves para ser detectadas por nuestro enfoque experimental. De esta manera, los
resultados no apoyan la hipétesis de efectos de la RUV en la velocidad de natacion.

Otra potencial fuente de variabilidad en los pardmetros de movilidad podria estar en
las diferencias entre la temperatura in situ y la utilizada en los experimentos. De hecho, en
el presente trabajo se utilizd una sola temperatura experimental a lo largo del afio para que
fuera posible comparar el impacto de otras variables en las distintas estaciones. Cabe
destacar que de esta forma se descartan los efectos de los cambios naturales de la
temperatura del agua, a los que D. spinulata esta expuesta normalmente tanto a lo largo del
afio como a lo largo del dia (debido a la pronunciada amplitud térmica estacional y diaria en
la region). Laabundancia relativa de D. spinulata a lo largo del afio (figura 3A) muestra un
patrén en el que esta especie es dominante en periodos (febrero y septiembre-noviembre)
en los cuales la temperatura del agua era similar a la utilizada en los experimentos (18 °C),
de manera tal que los datos presentados aqui pueden estar efectivamente relacionados con
las respuestas in situ. Durante el otofio, sin embargo, un corto periodo de dominancia de D.
spinulata fue observado y durante ese tiempo la temperatura experimental se desvio

claramente de la medida in situ.
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Si se asume que deberia haber una respuesta en la movilidad de los organismos que
sean sensibles al dafio, una posible razén de la ausencia de efectos de la RUV podria ser la
temperatura constante (a lo largo del afo) utilizada en los experimentos que se presentan
aqui ya que D. spinulata podria haber tenido una mayor tasa de reparacion del ADN que la
gue hubiera exhibido a temperaturas in situ. De hecho, otros estudios con fitoplancton de la
laguna Cacique Chiquichano (Barbieri et al. 2006) indican que los organismos fueron méas
sensibles a la RUV durante el invierno. La diferencia entre la temperatura in situ y
experimental podrian estar implicadas en la ausencia de efectos de RUV, considerando que
el sistema enzimético que repara las lesiones inducidas por la RUV en el ADN es
dependiente de la temperatura. Algunas investigaciones realizadas con zooplancton de
agua dulce (Williamson et al. 2002) mostraron una alta tolerancia de D. catawba (especie
que depende principalmente de la fotorreparacién para su tolerancia a la RUV) ala RUV a
temperaturas elevadas. Otros autores, también trabajando con especies de Daphnia en
lagos templados, encontraron un mayor dafio en el ADN a bajas temperaturas, lo cual
provee evidencia molecular adicional de la dependencia de la temperatura del dafio al ADN
inducido por la RUV (MacFadyen et al. 2004). Las temperaturas elegidas para dichos
estudios (entre 5y 25 °C) estan dentro del rango de temperaturas in situ medidas en la
laguna Cacique Chiquichano (figura 2C). En este contexto, se puede especular si
experimentos con temperaturas in situ hubieran arrojado diferentes resultados en invierno,
aunque hay que considerar también las bajas irradiancias (figura 2C) en dicho momento del

afo.

La relacion modelada entre la velocidad inicial y la cl-a predice una baja movilidad
de D. spinulata en presencia de bajas concentraciones de alimento en la laguna. Esto puede
parecer contrario a lo esperado (menor movilidad ante mayor concentracion de comida),
pero quizas refleje una serie de factores mas complejos, por ejemplo el hecho de que una
mayor cl-a no signifique necesariamente mayor cantidad de presas para D. spinulata, sino
probablemente una mayor cantidad de células no comestibles (ver capitulo 2). De hecho,
las respuestas en términos de velocidad de natacion son dispares segun la especie (Ryan 'y
Dodson 1998). Por otra parte, una relacion negativa de la movilidad con el viento (menor
velocidad de natacion cuando el viento previo ha sido mas intenso) podria estar asociada a
una estrategia para minimizar costos: una alta movilidad podria no ser necesaria si la
probabilidad de encontrar alimento es alta (debido a la turbulencia en una columna de agua

muy mezclada) (Rothschild y Osborn 1988). De manera similar, en un estudio previo los
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datos de velocidad del viento de las 48 horas previas sirvieron para explicar la variabilidad
en la irradiancia de la columna de agua en una laguna de aguas poco profundas y con
intensidades de vientos similares (Banas et al. 2005). Finalmente, un incremento en la
velocidad de natacion de D. spinulata podria reflejar efectos denso-dependientes: de hecho
otros autores han encontrado que las tasas de alimentacion de Daphnia pulex se reducen en
un medio densamente poblado, siendo esta reduccion mediada por sustancias quimicas
liberadas por individuos del mismo genero y / 6 de la misma especie (Lirling et al. 2003) o
bien en por interferencia mecanica directa con individuos adyacentes (Ban et al. 2008).
Asi, puede ser hipotetizado que una alta concentracion de individuos de D. spinulata
estimula el incremento de la velocidad de natacion, con el fin de maximizar su

alimentacion.

AUn cuando en el presente estudio no se hallaron diferencias significativas entre los
tratamientos de radiacion, la RUV no puede ser excluida como parte de una sefial
ambiental, especialmente cuando se considera a la migracion vertical. La direccion
descendente de D. spinulata observada a lo largo del afio es una resultante, pero es
interesante notar que la poblacidn podria estar compuesta por mas de un clon, con distintas
tendencias en sus movimientos verticales (en el presente caso, todo movimiento posible
cay6 siempre dentro de la categoria “ascendente” o “descendente”, figura 5), tal como se lo
ha observado en otros estudio (King y Miracle 1995) en el cual la misma poblacion de
Daphnia resulté estar dividida en clones con distintos patrones de migracion. De esta
manera, es esperable que la poblacion de D. spinulata no tenga una clara respuesta de
movimientos verticales como un todo. Estudios previos (Leech et al. 2005a) mostraron que
la RUV influencia la distribucion vertical y la particion de habitat en algunos grupos de
zooplancton en lagos con una alta penetracion de la RUV en la columna de agua (“lagos de
alta UV”), mientras que en los “lagos de baja UV” otros factores serian mas importantes
(predacion, limitacién del alimento, etc.). En este sentido, la laguna Cacique Chiquichano
podria ser considerada como “de baja UV”, lo cual es sugerido por su alto coeficiente de

atenuacion PAR (figura 2B) y su consiguiente baja irradiancia UV en la columna de agua.

Patrones en la aceleracion

En el presente estudio, los factores ecoldgicos tales como la abundancia relativa de

nanoplancton (ver capitulo 2) parecen jugar un papel importante en los patrones de
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aceleracién observados (figura 4B). Similarmente al efecto de la concentracion de cl-a en
la velocidad inicial de natacion, la alta proporcion de nanoplancton en el agua parece
inducir la aceleracion de los individuos de D. spinulata, lo cual esta de acuerdo con otros
estudios que han demostrado que la concentracion de alimento tiene respuestas especificas
para distintas especies de Daphnia (Dodson et al. 1997). D. spinulata podria mostrar un
comportamiento diferencial ante diferentes composiciones del alimento (Meise et al. 1985;
Martinez y Montecino 2000) y el alimento con células pequefias podria tener un mayor
valor energético relativo, por lo cual el organismo responde de la misma manera que un
aumento en la concentracion de alimento: incrementar su movilidad para adquirir mayores
cantidades. Sumado a esto, tanto los individuos recién eclosionados como los adultos
tuvieron que hacer frente a la presencia del copépodo omnivoro M. mendocinus, que podria
predar sobre ellos, similarmente a lo que ocurre en otros ambientes (Gliwicz y Lampert
1994; Gliwicz y Umana 1994; Brandl 1998; Chang y Hanazato 2005) Si este fuera el caso,
es esperable una conducta de escape por parte de D. spinulata tendiente a evitar la
presencia de copépodos. Los resultados presentados aqui muestran que la direccion de
natacion de los cladoceros estuvo negativamente afectada por la concentracion de M.
mendocinus y que los individuos tienden a nadar hacia el fondo. Auln cuando la natacion
hacia el fondo no sea active, algunos claddceros, en presencia de su predador, en vez de
escapar simplemente se dejan llevar por la gravedad (tienen flotabilidad negativa),
deteniendo su movimiento para evitar ser detectado por el cyclopoideo predador y
hundiéndose hasta escapar del radio de accion del copépodo (Kerfoot 1978).

Sin embargo, otras variables también explicaron parte de la variabilidad de los
movimientos verticales, tales como la irradiancia media PAR en la columna de agua
(estando una alta irradiancia asociada a un mayor numero de individuos de D. spinulata
nadando hacia abajo, figura 2C y figura 5). Cada una de las variables utilizadas en los
modelos fueron obtenidas independientemente y estuvieron relacionadas a la historia previa
(velocidad inicial de natacion), radiacion en la columna de agua (Ir,) y parametros

bioldgicos (la presencia del predador / competidor M. mendocinus).

Orientacion y tiempo de respuesta

Varios estudios han observado respuestas evasivas de Daphnia en términos de la

orientacion al ser expuesta a longitudes de onda del rango de la RUV (Storz y Paul 1998;
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Leech y Williamson 2001; Rhode et al. 2001; Alonso et al. 2004; Boeing et al. 2004; Leech
et al. 2005b). Sin embargo, en la literatura no siempre es claro cuan rapido responde
Daphnia inmediatamente después de haber sido a RUV solar. Por ejemplo, las respuestas
se registraron luego de varias horas (Rhode et al. 2001), o luego de 10-15 min (Leechy
Williamson 2001; Leech et al. 2005b). En los experimentos presentados aqui, la
manipulacion de las camaras en la que se expuso a D. spinulata fue muy rapida (cada
camara estuvo fuera de la bandeja de exposicion un tiempo <5 miny la filmacion en video
comenzd a mas tardar 60 s luego de que fueran quitadas de dicha bandeja).

Se podria hipotetizar que la ausencia de efectos de la RUV en la movilidad es
debida a que la filmacion y la exposicion no fueron simultaneas. Sin embargo, no se
conoce cuan rapido Daphnia responde a un cambio de iluminacion fuerte a suave / difusa
(o directamente oscuridad), aunque Storz y Paul (1998) encontraron una respuesta
relativamente rapida a los cambios en radiacién monocromatica (Storz y Paul 1998). Por lo
tanto, la ausencia de diferencias entre los tratamientos de radiacion podria indicar bien que
no hay efectos de la RUV en la direccion vertical de movimientos o bien que este
movimiento existié mientras la camara estaba expuesta y se disipé muy rapidamente
cuando los organismos fueron transferidos a la semi-oscuridad para ser filmados. Otra
alternativa seria que los efectos solo puedan ser observados en periodos > 60 s, pero sin
embargo no se encontraron diferencias entre los primeros y ultimos 30 s de cada sesion de
filmacion de 120 s. Finalmente, se podria pensar que los efectos duran mas que el tiempo
utilizado para filmar a los individuos y que las grabaciones en video son representativas de
los parametros de movilidad promedio para D. spinulata en ese momento. Para tomar una
posicion conservadora, se expresard aqui que no hubo efecto significativo de la “exposicion
reciente” a la RUV en la movilidad, con lo cual la hipotesis de efecto de la RUV en la

orientacion de D. spinulata no se ve apoyada por los datos presentados.

Se ha demostrado que D. magna exhibe respuestas fototacticas negativas y positivas
ante la RUV y PAR, respectivamente (Storz y Paul 1998). En su ambiente natural, sin
embargo, los crustaceos pelagicos estan sujetos no solo a distintas longitudes de onda
(deletéreas + reparadoras) a la vez y en proporciones variables, sino también a cambios en
otras variables tales como predadores y alimento. Un grupo de factores ambientales parece
ser mas importante que la RUV reciente al considerar la conducta de natacion de D.
spinulata. Esto parece ser lo esperable, dado que D. spinulata esta expuesta a condiciones

ambientales con enormes variaciones fisicas, quimicas y bioldgicas en la laguna Cacique
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Chiquichano a lo largo del afio. En particular, los datos aqui presentados indican que el

viento es un factor muy importante que podria estar controlando el sistema que condiciona
la conducta natatoria y movilidad de esta especie. La velocidad del viento es posiblemente
un factor de estrés en esta regidn, aunque no es frecuentemente tenida en cuenta al estudiar

la respuesta del zooplancton.

En lineas generales, este estudio sugiere que hay una combinacion de parametros
que explica la mayor parte de la variabilidad observada en la movilidad de D. spinulata y
que el impacto de la RUV solar es poco importante al nivel de efectos sub-letales. Sin
embargo, las influencias directa de la RUV solar en el fitoplancton de la laguna Cacique
Chiquichano podrian tener un importante efecto en la movilidad de D. spinulata a través de
la seleccidn de diferentes tamafios / especies que constituyen el alimento para estos

cladodceros.
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Capitulo 4

Efectos sub-letales de la radiacion ultravioleta solar en la alimentacién de Acartia

clausi

Resumen

La radiacion ultravioleta (RUV, 280-400 nm) puede afectar negativamente a los
organismos que habitan las aguas superficiales. Se sabe que la RUV puede afectar
negativamente la movilidad del zooplancton y el crecimiento y otros parametros del
fitoplancton. Pocos estudios sin embargo han evaluado las respuestas de la alimentacién
del zooplancton expuesto a dosis subletales de RUV natural. El zooplancton de aguas
superficiales en la zona de estudio esta expuesto al menos durante parte del afio a
considerables dosis de RUV y cantidad de horas de luz. En el presente estudio se evalud el
efecto de dosis subletales de RUV en la alimentacion del copépodo Acartia clausi. Se
utilizo un enfoque experimental, con individuos colectados del campo, radiacién natural y
cultivos de la diatomea marina Thalassiosira weissflogii como alimento para el copépodo.
Hembras adultas de Acartia clausi fueron inicialmente expuestas a la luz solar, en agua
filtrada, durante 2.5 h, con y sin RUV. Solo los copépodos fueron expuestos a la radiacion.
La tasa de filtracion e ingestion de los individuos que recibieron dosis sub-letales de RUV
(~2 k m? UVB) fueron significativamente menores que las de los copépodos que
recibieron solamente PAR. Por lo tanto la radiacion ultravioleta disminuye velocidad con
la que A. clausi ingiere las células de T. weissflogii. La historia previa (luminosidad y

estado alimenticio) podrian tener un papel importante modulando los efectos observados.
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Introduccion

El descubrimiento del “agujero de ozono” ha estimulado en las Gltimas dos décadas
numerosas investigaciones cientificas acerca de los efectos de la radiacion ultravioleta
(RUV, 280-400 nm) en distintos organismos (Young et al. 1993) y ambientes acuaticos
(Hader et al. 1998) y la mayor parte de ellos son aun dificiles de comprender en forma
acabada, especialmente a nivel de ecosistema (Bothwell et al. 1994; de Mora et al. 2000).
En particular, la radiacion ultravioleta B (UVB, 280-320 nm) es la mas porcion mas
energética que alcanza la superficie del planeta y puede producir dafios en distintos
componentes celulares y nucleares, tales como el ADN, lipidos, membranas y proteinas
(Murphy 1983; Beer et al. 1993; Sinha y Hader 2002; Sinha et al. 2003). Efectos comunes
en los organismos productores son disminucion de la productividad, fotosintesis y
crecimiento (Holm-Hansen et al. 1993) y muchas veces los efectos dependen de la especie
y la escala temporal considerada (Villafafie et al. 1995).

Aunque se ha dado mayor importancia relativa a la disminucion de ozono en el
hemisferio sur (Farman et al. 1985; Atkinson et al. 1989), se reconoce ampliamente que la
misma es un fenémeno de alcances globales (Crutzen 1992; Madronich 1993; Madronich y
Gruijl 1994) y existen evidencias de masas de aire con relativamente baja concentracion de
ozono en determinados eventos en el hemisferio norte durante los dltimos afios (Kerry
McElroy 1993; Manney et al. 1996; Bjorn et al. 1998; Hendricks et al. 2001; Goutail et al.
2005; Robinson et al. 2005; Keil et al. 2007). A causa de ello, los estudios acerca de los
efectos de la RUV también han sido incrementados en los ecosistemas de la region del
Artico (Hessen 2002; Vincent y Belzile 2003). La predominancia de los copépodos en el
ambiente pelagico no se restringe al hemisferio norte, sino que comprende la gran mayoria
de las aguas oceanicas, en las que forman un importante nivel en la red tréfica planctonica
y dan cuenta de la mayor parte de la productividad secundaria (Mauchline 1998). De
hecho, los copépodos de menor tamafio como los del género Acartia probablemente forman
el grupo mas numeroso de metazoos de la tierra (Turner 2004). En particular, el copépodo
calanoideo Acartia clausi Giesbrecht es una especie dominante en muchos ambientes
costeros y estuarios del hemisferio norte (Bowman 1961; Lee y McAlice 1979; Halsband y
Hirche 2001), por lo tanto ocupa un importante rol en el flujo de carbono al menos durante
los periodos de altas abundancias. Se ha demostrado que la RUV puede tener efectos
perjudiciales en el zooplankton (Cywinska et al. 2000; Hessen 2003). Desde hace varias

décadas, se sabe que la RUV artificial puede afectar la supervivencia y capacidad
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reproductiva de A. clausi (Karanas et al. 1979; Karanas et al. 1981), siendo los efectos
principalmente debido a la UVB. Otros investigadores han encontrado también efectos
deletéreos en otra especie de gran importancia ecoldgica en el hemisferio norte (Calanus
finmarchicus), la cual es afectada negativamente en términos eclosion de huevos, dafio al
ADN, supervivencia de adultos y larvas (Browman et al. 2000; Browman et al. 2003a;
Browman et al. 2003b). Sin embargo, nuestro conocimiento acerca de los potenciales
efectos sub-letales de la RUV solar en otros procesos ecoldgicamente relevantes, tales
como la alimentacion o la movilidad, son todavia insuficientes. El flujo de carbono desde
los productores primarios hacia los consumidores primarios comienza con la ingestion del
alimento por parte del zooplancton herbivoro. La alimentacion del zooplancton es un
proceso complejo, en el cual toman lugar una serie de sub-procesos (filtracion,
manipulacion del alimento, asimilacion, ingestion, etc.), cuya resultante determinara la
cantidad de carbono y energia que estara disponible para el proximo nivel trofico (Jeschke
et al. 2002). Estudios previos han investigado la influencia de varios factores en la
alimentacion de copépodos, tales como la temperatura, disponibilidad y calidad de
alimento, turbulencia, etc. (Frost 1975; Dagg y Grill 1980; Kigrboe et al. 1982; Irigoien et
al. 2000). Otros investigadores han documentado que la UVB artificial causa una menor
tasa de alimentacion en el copépodo de aguas salobres Sinocalanus tenellus (Lacuna y Uye
2000) y resultados similares fueron observados en una especie de Acartia (A. omorii),
acentuandose los efectos con dosis crecientes de UVB (Lacuna y Uye 2001). Sin embargo,
comparativamente pocos estudios han evaluado los efectos subletales de la RUV natural en
copépodos marinos.

El objetivo de este capitulo es estudiar la respuesta del copépodo marino Acartia
clausi a la RUV en términos de alimentacion. La hipotesis a evaluar es que la RUV
afectara negativamente la tasa de alimentacion de A. clausi con respecto a los individuos
que no recibieron RUV. Para desarrollar este objetivo se eligio un enfoque experimental,
utilizando radiacion solar del ambiente original del organismo y un cultivo de la diatomea

Thalassiosira weissflogii como alimento.

Materiales y Métodos

El esquema general consistio en una exposicion de los copépodos (sin el alimento)

a la radiacion solar, seguida de una incubacion con el alimento (no expuesto) durante el
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experimento de alimentacion. El cultivo de fitoplancton utilizado como alimento no fue

expuesto a radiacion solar.

Zona de estudio y muestreos

Las mediciones de radiacion solar y experimentos de alimentacién fueron llevados
a cabo en la estacion de investigacion marina Kristineberg (58° 15'N 11° 25’E), en el fiordo
Gullmar (costa oeste de Suecia), a principios de otofio (Septiembre) de 2004. El fiordo
tiene 30 km de largo y 3 km de ancho, con una profundidad maxima de 120 m. Las aguas
estan normalmente estratificadas, siendo la capa superficial (20 m) de relativamente baja
salinidad (18-30). Entre mayo y septiembre se observa la termoclina esta a una
profundidad de 15 a 20 m (Croot 2003). El zooplancton fue colectado durante las horas de
luz en las aguas adyacentes a la Estacion Kristineberg (500-1000 m desde la costa), desde
una embarcacion y utilizando una red de plancton (200 um). Luego de dos “arrastres” de 5
min (a ~5 m profundidad), el contenido del extremo colector de la red fue cuidadosamente
vertido en baldes pléasticos, los cuales se mantuvieron dentro del laboratorio con luz y
temperatura ambiente (18 °C) y con burbujeo constante hasta que fueran utilizados en los
experimentos. EI muestreo fue realizado dentro de las 20 h previas al comienzo de cada
experimento. Los valores de clorofila a (cl-a) fueron cedidos por personal permanente en
Kristineberg (Dr. O. Lindahl).

Mediciones de radiacion

La radiacion solar fue medida utilizando un espectrorradiometro de barrido OL-754
(Optronic Laboratories, Inc., Orlando, Florida, USA). Este instrumento esta basado en un
disefio de doble monocromador y emplea un detector tipo fotomultiplicador con
temperatura controlada y mide irradiancia espectral. La precision en las longitudes de onda
y la ganancia dptica fueron corroboradas con una calibracion dual y utilizando un modulo
de evaluacion de la ganancia de la fuente. La irradiancia espectral se midi6 cada 1 nm
desde 280 a 700 nm y se integro en el espectro y en el tiempo para obtener irradiancias y
dosis para las bandas ultravioleta B (UVB, 280-320 nm), ultravioleta A (UVA A, 320-400
nm) y radiacion visible (PAR, 400-700 nm).
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Debido a la disponibilidad del espectrorradiometro durante un tiempo limitado, se
puso énfasis en hacer una medicion muy detallada (durante las horas de mayor irradiancia y
con una resolucion de 1nm de ancho de banda) de la radiacion solar incidente en el lugar.
Dichas mediciones de radiacién fueron efectuadas el 25 de septiembre durante un dia de
cielo totalmente despejado, el cual se tomé como representativo de las condiciones de
exposicion durante los experimentos. Todos los experimentos se realizaron en condiciones
de cielo despejado, por lo tanto durante los dias de experimentacion en que no se midid
radiacion (no se disponia del espectrorradiometro) los datos de irradiancia se obtuvieron
usando un modelo de transferencia atmosférica “DayLight” (Booker y Fiscus 1995)
teniendo en cuenta el angulo cenital, la concentracion de ozono, etc. y afectando estos
resultados a las mediciones de radiacion obtenida previamente a fin de tener una estimacion
de las dosis para los dias de los experimentos. Por otra parte, la radiacidn solar podria
haberse visto afectada aiin cuando los tres dias de experimentacion tuvieron cielos
despejados: una reduccion local de ozono resultard en un aumento de la proporcion
UVB/PAR en la exposicion de los copépodos (modificando la proporcion dafio/reparacion).
Para explorar esta posibilidad, se utilizaron los datos de O estratosférico estimados por la
NASA (http://jwocky.gsfc.nasa.gov) para calcular los valores de radiacion para cada fecha

de experimentacion, utilizando el modelo mencionado

Experimentos de alimentacion

Tres experimentos independientes fueron realizados: 23, 29 y 30 de septiembre.
Cada uno de estos experimentos consistio en exponer los copépodos primeramente a
diferentes calidades de radiacién solar (con y sin RUV) y seguidamente administrarles un

alimento que consistié en un cultivo de fitoplancton no expuesto a RUV.

Exposicion del zooplancton a la RUV

Varias hembras adultas de A. clausi fueron separadas bajo lupa, tomando la
precaucion de elegir solo individuos que nadaran activamente para asegurar un buen estado
general del organismo. Los copépodos fueron colocados en grupos de 10 individuos en
cajas Petri (5 cm diametro) con agua de mar filtrada (0.2 um de tamafio de poro). Cada

exposicion consistio en tres tratamientos: 1) cajas Petri descubiertas (tratamiento RUV), 2)
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cajas Petri cubiertas con un filtro dptico (Ultraphan 395) (tratamiento PAR) y 3) cajas Petri
envueltas en papel de aluminio (tratamiento OSC). El filtro 6ptico Ultraphan 395 (UV
Opak, Digefra, Munich, Alemania; 50% de transmitancia a 395 nm) so6lo permite la
transmision de longitudes de onda superiores a 395 nm (sélo luz visible) y es utilizado
comunmente en experimentos de fotobiologia (Helbling y Zagarese 2003). En suma, esta
configuracién permitio, tener al mismo tiempo, copépodos recibiendo: 1) radiacion solar
plena (PAR + RUV), 2) sélo PAR y 3) oscuridad (sin radiacion), respectivamente.

Las cajas Petri de todos los tratamientos fueron transportadas al exterior del
edificio, donde fueron expuestas a la radiacion solar desde las 12:45 hasta las 15:15. Para
evitar el incremento de temperatura con la evaporacion y pérdida de agua concomitantes,
las cajas Petri fueron inmersas en un bafio de agua circulante. Durante el periodo de
exposicion, las muestras fueron constantemente supervisadas para evitar disturbios de aves
marinas, viento, etc., asi como para asegurarse de que en todo momento las condiciones del
cielo (nubes, etc.) fueran similares a las del dia en que se realizo la medicion de la radiacion
solar. Luego de 2.5 h de exposicion, los copépodos fueron retornados al interior del

laboratorio, donde se realizaron las incubaciones (experimentos de alimentacion).

Incubacion con fitoplancton

Las incubaciones para los experimentos de alimentacién fueron iniciadas
inmediatamente después de la exposicion a la radiacion solar. En esta etapa, 5 individuos
en buenas condiciones (individuos que desplegaran una activa natacion) de cada caja Petri
fueron colocados en frascos de 20 ml. Los copepodos fueron incubados con una mezcla de
agua de mar filtrada y un cultivo de la diatomea Thalassiosira weissiflogii proveniente del
stock de la Universidad de Goteborg, de manera tal que cada frasco de incubacion contenia
5 hembras adultas de A. clausi y 20 ml de con T. weissflogii como alimento.

La concentracion de fitoplancton fue medida utilizando un contador electrénico de
particulas (Coulter Counter, Elzone). La concentracion nominal de células al principio de
cada incubacién era de 1000 cél ml™. Los frascos fueron cubiertos con sus respectivas
tapas pléasticas, e incubados a temperatura ambiente (18 °C) durante 2.5 h. Cada 25 min, los
frascos fueron cuidadosamente invertidos y vueltos a su posicion, para evitar la

sedimentacion del fitoplancton en el fondo del recipiente.
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Cada uno de los tratamientos de radiacion (PAR + RUV, PAR y OSC), consistio en
4 réplicas, es decir., 4 tubos de incubacion conteniendo 5 copépodos. Adicionalmente, un
grupo de frascos sin copépodos fue utilizado en la incubacion de alimentacion para tener en
cuenta el crecimiento, o mortalidad natural de las algas en los calculos de alimentacion. En
total, 4 grupos de frascos (3 tratamientos + 1 control de incubacion), cada uno con 4
réplicas, result6 en 16 frascos utilizados para la incubacion en cada uno de los tres
experimentos.

Luego de la incubacidn, todos los animales se extrajeron de los frascos con una
pipeta de vidrio y se colocaron en cajas Petri para observar si habia mortalidad o cualquier
signo de dafio. No se detecté mortalidad durante los periodos de exposicién ni incubacion
y se corrobor6 que los copépodos permanecieran vivos al menos 24 h luego del final de
cada experimento.

La concentracion de fitoplancton fue medida antes y después de cada incubacion.
Las tasas de filtracion (clearance rate) e ingestion se calcularon utilizando la concentracion
de fitoplancton antes y después de la incubacion, segun Kigrboe y otros (1982). La tasa de
filtracion (F) esta dada por

!
F = v In G Cf
N-t |C,-C,

donde V es el volumen del frasco de incubacion, N es el nimero de copépodos en cada
frasco, t es el tiempo de incubacion, C;” y C," son las concentraciones de fitoplancton al
principio y al final de la incubacion, respectivamente y C; y C son las concentraciones de
fitoplancton en los controles (frascos sin copépodos) antes y después de la incubacién,
respectivamente. Dado que la concentracion inicial fue la misma tanto para el control
como para los frascos de los tratamientos (C;” = C1), la ecuacién fue simplificada y

calculada como:

= In
N-t |Cl

La concentracion promedio de fitoplancton en los frascos de los tratamientos (C)

F

fue calculada como:
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CI
! !
C=(C;-C/)In =2
Cl
mientras que la tasa de ingestion (1) fue estimada como la concentracion promedio

multiplicada por la tasa de filtracién:

| =C-F

Analisis y presentacion de los datos

Para poner énfasis en el cambio de condiciones luminicas de la incubacién con
fitoplancton con respecto a aquellas durante la exposicion, se indica en las figuras
correspondientes el cambio de condiciones experimentado por los copépodos. Por ejemplo,
los copépodos expuestos al sol (es decir recibiendo PAR + RUV) y luego incubados en el
laboratorio (PAR) experimentaron un cambio de radiacién PAR + RUV hacia PAR. Dicho
cambio se explicita con la simbologia PAR + UV - PAR.

Para evaluar las posibles diferencias entre las tasas de filtracion de los distintos
tratamientos, se utilizé un analisis de la varianza de un factor (one way ANOVA) para cada
dia por separado. La homogeneidad de varianzas se evalué con la prueba de Levene y los
datos fueron transformados con la raiz cuadrada cuando fue necesario. Cuando se
encontraron diferencias significativas entre los niveles del factor del ANOVA, se realizaron
multiples comparaciones post-hoc (Bonferroni) para determinar cuéles pares de medias

eran estadisticamente distintas. Se fijo un nivel de significacion del 5%.

En uno de los experimentos (23 de septiembre) se obtuvieron algunos valores
negativos de F, debido a que el célculo involucra el logaritmo natural de un nimero menor
que 1 (cuando la concentracion de fitoplancton en el frasco control era levemente inferior a
la del frasco del tratamiento). En este caso, la prueba estadistica fue efectuada tanto
incluyendo los valores negativos como excluyendo dichos valores, para confirmar que la

significancia final se mantuviera sin cambio, independientemente de esos valores.
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Resultados

Radiacién

Las condiciones luminicas naturales en la Estacion de Investigacion Marina
Kristineberg exhiben algunas variaciones, debido a pequefias nubes pasajeras sobre el punto
de medicidn (figura 1). Estas variaciones ocurren constantemente en la naturaleza y afectan
la intensidad de la radiacion tanto visible como en la region UV, adn durante dias de cielos
despejados. Las dosis e irradiancias para UVB, UVA y PAR durante el periodo de
exposicion (12:45 a 15:15 hora local) estan listadas en la Tabla 1. Los valores medidos
concuerdan con aquellos de otros autores que midieron irradiancias solares en puntos
geograficos adyacentes en condiciones similares (Sundback et al. 1997; Anesio y Granéli
2003).

Tabla 1. Dosis e irradiancias maxima medidas durante el periodo de exposicién (25 septiembre
2004) en Kristineberg, desde las 12:45 a las 15:15 (hora local).

Dosis (kJ-m) Irradiancia max. (W-m?)
PAR 2858.47 409.57
UVA 209.60 29.78
UuVvB 1.84 0.25
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Figura 1. Radiacion solar para los rangos PAR, UVA y UVB, valores representativo de las condiciones
experimentales. Se indica el periodo de exposicion de los experimentos (12:45 a 15:15)

Para cotejar las mediciones, los datos de radiacion obtenidos mediante el modelo de
transferencia (considerando los datos de O3) se muestran en la Tabla 2 y figura 2. Puede

observarse que la relacion RUV/PAR es similar para los tres experimentos.

Tabla 2. Dosis de radiacion (kJ m) estimadas mediante el modelo
de radiacién considerando los valores de ozono estratosférico (Os,
en unidades Dobson) de la NASA. Doaosis integrada en el periodo
12:30 - 15:30 hora local.

23 Sep 25 Sep 29 Sep 30 Sep

PAR 2004.49 1940.02 1810.67 1778.30
UVA 245.62 234.95 215.28 210.11
uvB 3.51 3.20 3.36 3.25

O3 292 296 258 257

RUV / PAR 0.124 0.123 0.121 0.120
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Figura 2. Dosis de radiacion solar estimadas mediante el uso del modelo atmosférico con los

datos de ozono estratosféricos obtenidos de la NASA.

Alimentacién

En todos los experimentos, las tasas de filtracion de los individuos expuestos a la
RUV fue significativamente menor que la de los organismos expuestos Unicamente a PAR
(figura 3). Mediante las pruebas estadisticas se obtuvieron las probabilidades asociadas
(valor p) de 0.005, 0.033 y 0.01 para el 23, 29 y 30 de septiembre, respectivamente. Un
patrén general fue observado en cada uno de los tres experimentos: cuando los copépodos
recibieron RUV, las tasas de filtracion fueron entre un 22 y un 37% de los valores
obtenidos cuando los animales recibieron s6lo PAR (proporciones Fpar+ruv:Fpar de 0.22,
0.37 y 0.34 para el 23, 29 y 30 de septiembre, respectivamente). Adicionalmente, las
diferencias entre los tratamientos RUV y OSC no fueron estadisticamente significativas
(los valores p fueron > 0.9, 0.38 y > 0.9 para el 23, 29 y 30 de septiembre,
respectivamente).

Los resultados del experimento del 29 de septiembre mostraron valores levemente

mayores tanto para los 3 tratamientos, comparados con los resultados de los dias 23 y 30 de
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septiembre. En este segundo experimento, las tasas de filtracion del tratamiento OSC son

también relativamente altas en proporcién con el tratamiento RUV, comparado con el 29 de

septiembre.
Tasa de filtracion
11 |:| PAR + UV — PAR I:l PAR —» PAR - Oscuridad —s PAR
0.75 1 .
=
£ 05 *
£
b *
0.25 1 [ 1
U T T 1
23 Sep 29 Sep 30 Sep

Figura 3. Tasa promedio de filtracién (F, clearance rate) para cada experimento. Las leyendas arriba
denotan el cambio en las condiciones luminicas sufridas por A. clausi en cada tratamiento (exposicion—>
incubacién). Los asteriscos denotan una diferencia significativa entre los tratamientos de radiacion. Las

barras sobre las columnas indican una desviacion estandar (n = 4).

Con respecto a las tasas de ingestion (1), se encontré un patron similar (figura 4), en
el cual la tasa de ingestion de los copépodos que recibieron RUV fueron significativamente
menores que las de el tratamiento PAR (valores p de 0.008, 0.034 y 0.008 para el 23, 29 y
30 de septiembre, respectivamente). La tasa de ingestion del tratamiento RUV alcanz6
como maximo el 43% de las del tratamiento PAR. Las tasas de ingestion de los copépodos
que recibieron RUV fueron estadisticamente similares a las del tratamiento OSC (valores p
de >0.9, 0.421 y >0.9 para el 23, 29 y 30 de septiembre, respectivamente. Como era de
esperar considerando el patrén de las tasas de filtracion, también aparecieron los valores del

dia 29 levemente mayores que los de los dias 23 y 30 de septiembre.
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Figura 4. Tasas promedio de ingestion (I) para cada experimento, calculadas a partir de las tasas de
filtracidn y la concentracion de fitoplancton. Los asteriscos denotan una diferencia significativa entre los

tratamientos de radiacion. Las barras sobre las columnas indican una desviacion estandar (n = 4).

Finalmente, la cl-a en las aguas donde fueron colectados los copépodos para los
dias 21 y 30 de septiembre mostré valores de 4.66 y 1.41 g I, respectivamente (O.

Lindhal, com. pers.).

Discusién

La alimentacion del zooplancton es un proceso complejo, en el cual tienen lugar
distintos aspectos tales como la movilidad de los apéndices filtradores, selectividad,
patrones conducta para la natacién y alimentacion, actividad enzimatica, estado fisioldgico,
etc. (Mullin y Fuglister 1975; O'Connors et al. 1976; Kigrboe et al. 1982; Paffenhofer
1984; Mazzocchi y Paffenhofer 1999; Hwang y Strickler 2001; Jeschke et al. 2002). Por lo
tanto, la alimentacion esta probablemente influenciada por una multitud de factores que
pueden afectar cada uno de estos aspectos del proceso. Son escasos los trabajos que
estudian como la RUV natural podria afectar las tasas de alimentacion en copépodos

plancténicos. Sin embargo, algunos trabajos han sido llevados a cabo, exponiendo el
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alimento de los copépodos. Por ejemplo Ténnesson (1997) suministré a Acartia tonsa un
cultivo de Thalassiosira weissflogii que habia sido previamente expuesta a UVB artificial y
encontrd que el crecimiento de los copépodos se redujo significativamente cuando se
alimentaban del alga expuesta a alta UVB. Es interesante notar que los resultados de esta
autora también muestran una ingestion mayor cuando A. tonsa era provista de alimento
expuesto a alta UVB (Ténnesson 1997). Estos resultados estan en concordancia con los de
otros autores, quienes trabajaron con cladoceros del género Daphnia alimentados con algas
irradiadas (Germ et al. 2004). En este caso, Daphnia también ingirié mas células cuando se
alimentaba de Scenedesmus quadricauda irradiada con alta UVB, aunque la biomasa
ingerida no fue significativamente mayor. Por otra parte, otros autores han encontrado una
disminucion de la calidad alimenticia cuando el fitoplancton se expone a RUV artificial
Scott 1999 (Scott et al. 1999; De Lange y van Reeuwijk 2003). Sin embargo, también se
han encontrado resultados mas complejos o contradictorios. Por ejemplo, en escalas cortas
de tiempo, la UVB puede provocar un aumento de la tasa de alimentacion de algunos
cladoceros, pero una disminucién en otras especies (De Lange y Lirling 2003). A su vez,
el fitoplancton puede verse afectado negativamente en términos de crecimiento, pero no en
su calidad nutricional (Leu et al. 2007); incluso esta puede aumentar con la exposicion a
RUV, aunque no se detectaron efectos en los consumidores (Leu et al. 2006) En la
naturaleza, sin embargo, tanto el fitoplancton como el zooplancton superficiales estan
expuestos y la habilidad del zooplancton para detectar y evitar la RUV no esta claramente
establecidas para muchas especies de zooplancton, debido a que todavia hay controversia
acerca de la causa principal de los movimientos de migracion vertical diaria (Han y
Straskraba 2001). Hasta hoy, el presente es uno de los primeros estudios de alimentacion
realizado con copepodos superficiales colectados en el campo y expuestos a radiacion solar

natural.

Los resultados muestran que las tasas de alimentacion de A. clausi son afectadas
negativamente por la radiacion ultravioleta solar, con dosis subletales de aprox. 2 ki m™.
Esto esta de acuerdo con estudios previos, en los que individuos de Acartia omorii,
expuestos a UVB artificial, también disminuyeron su alimentacion, medida como
fluorescencia del tracto intestinal (Lacuna y Uye 2001). Un estudio con el copépodo
Sinocalanus mostré resultados similares (Lacuna y Uye 2000). La dosis UVB documentada
para observar el 50% de mortalidad (LDso) en Acartia clausi es de 2-12 kJ m (Karanas et

al. 1979) y 3-22 kJ m™ para Acartia omorii (Lacuna y Uye 2001). Las dosis medidas en el
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presente trabajo sugieren que A. clausi podria experimentar algin grado de mortalidad de
recibir mayores dosis de RUV. Por lo tanto puede pensarse que este estudio se sitda en el

“limite superior” de la dosis subletal capaz de ser tolerada por A. clausi.

Con la metodologia utilizada, los copépodos fueron expuestos niveles maximos de
radiacién ambiental, como una manera de reproducir el “caso méas adverso” al que se
podrian enfrentar estos organismos en su habitat natural durante principios de otofio. Esto
es especialmente cierto considerando que muchos crustaceos tienen la capacidad para
utilizar las radiaciones con longitudes de onda mayores (UVA y PAR) para reparar el dafio
inducido por la UVB en el material genético, mediante un mecanismo conocido como
“fotorreparacion” (Zagarese et al. 1997; Lacuna y Uye 2000; Grad y Williamson 2001;
Goncalves et al. 2002). En este estudio, los copépodos tuvieron la oportunidad de utilizar
la radiacidn para reparar cualquier potencial dafio causado por la UVB, por lo cual los
resultados observados pueden ser considerados como “efectos netos”, es decir, un balance
entre el dafo inducido por la RUV y los mecanismos de reparacion. Sumado a esto, A.
clausi es considerada una especie superficial, lo cual la convierte en un buen indicador ya
que tiene que hacer frente a los niveles de radiacién que se observan en la superficie en su
habitat natural (Sundbéck et al. 1997; Anesio y Granéli 2003).

Debe tenerse en cuenta que los niveles de radiacion in situ podrian ser menores
debido a la atenuacion vertical en la columna de agua y también a la nubosidad (Lubiny
Jensen 1995). Por otra parte, también es razonable argumentar que los altos niveles de
irradiancia y dosis pueden tener efectos ain méas pronunciados que los observados en este
estudio, por ejemplo durante verano, cuando la heliofania puede ser de hasta 16 h en el area
de estudio (Anesio y Granéli 2003). El estudio presentado en esta tesis es un aporte a las
investigaciones tendientes a evaluar un efecto de la radiacion UV natural en el proceso
global de alimentacién de Acartia sp. La concentracién de fitoplancton puede afectar la
penetracion de la radiacion en la columna de agua y durante el periodo de estudio el color
del agua fue altamente variable. Esto significa que los organismos plancténicos estan
sujetos a cambios relativamente rapidos en la radiacion in situ en escalas de tiempo de dias.
Un curso de accion interesante seria efectuar estudios de este tipo en verano y con
incubaciones in situ para obtener mayor informacion acerca del fendmeno exponiendo asi
los copépodos a la radiacion que reciben a distintas profundidades y con distintas

concentraciones de fitoplancton.
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Los efectos de la radiacion UVB no pueden ser discriminados de los de la UVA en
la metodologia utilizada. Aunque se acepta generalmente que las longitudes de onda
potencialmente mas dafiinas son las pertenecientes al rango UVB (Siebeck y Bohm 1994;
Nielsen et al. 1995; Tonnesson 1997, Hader, 1998 #293; Wangberg et al. 1998; Tartarotti et
al. 2000; Lacuna y Uye 2001; Rozema et al. 2002; Sinha y H&der 2002), muchos trabajos
han documentado efectos marcados de la UVA en el zooplancton (Zellmer 1998) y en otros
organismos en los cuales provoca dafios en membranas y otros componentes celulares
(Murphy 1983; Beer et al. 1993; Sinha et al. 2003), ademas de la produccion de radicales
libres (Vincent y Neale 2000; Souza et al. 2007).

Los resultados del 29 de septiembre muestran tasas de filtracion relativamente mas
altas que las de los dias 23 y 30 de septiembre (p < 0.01). Esto podria estar relacionado a
dos factores distintos (0 una combinacion de ellos): el estado fisioldgico de los animales y
la proporcion UVB/PAR recibida por los organismos. Por un lado, el estado fisioldgico de
los copépodos dependera en gran parte de las condiciones previas, tales como la cantidad
de alimento ingerido, estado energético, etc. La concentracion de cl-a para el 30 de
septiembre fue menor que la del 21 de septiembre. Esto permite especular que los
copépodos colectados el dia 22 de septiembre tenian un mejor estado nutricional que los
individuos colectados el 28 y 29 de septiembre. (figuras 3y 4). Al estar mas
“hambreados”, los copépodos de los dos ultimos experimentos se alimentaron mas
activamente al ser expuestos a la misma concentracion de alimento que los copépodos del
primer experimento. Por ejemplo, Acartia tonsa disminuye su movilidad luego de 24 hs de
estar en presencia de alimento insuficiente (Tiselius 1992). Sin embargo, esto no puede
cuantificarse dado que el disefio experimental no estaba orientado a evaluar la alimentacion
con distintas concentraciones de cl-a. Independientemente de las variaciones entre
experimentos, los datos muestran claramente que los copépodos ingirieron menos alimento
luego de ser expuestos a la RUV, lo que apoya la hip6tesis propuesta. EI proximo paso
seria tratar de encontrar la causa inmediata de la menor filtracion: ¢estan los copepodos
tratando de escapar de la UVB por lo cual no pasan tanto tiempo creando las corrientes de
alimentacion gracias a las cuales obtienen las particulas de alimento del agua? ;Produce la
RUV un dafio directo en el cuerpo (ADN, tejidos musculares, etc.) lo cual impide la normal
movilidad de las partes afectadas durante el proceso de filtracion/ingestion? ¢ Afecta la
RUV algun mecanismo sensorial del copépodo, de forma tal que fallan al detectar el

alimento presente y por lo tanto se alimentan menos? Las explicaciones podrian estar
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relacionadas tanto con causas comportamentales como con dafio directo en algun punto del

organismo.

Ademas del dafio producido por la RUV en los copépodos del tratamiento PAR +
RUV, no puede descartarse la historia luminica inmediata, que podria en parte contribuir a
explicar la mayor alimentacion en copépodos expuestos solo a PAR: en los tratamiento
(PAR + RUV) y PAR, los copépodos estuvieron sujetos a la radiacion PAR natural del
ambiente durante la exposicion, mientras que los copépodos en el control estuvieron en
oscuridad. Los tres grupos sin embargo fueron luego transferidos al laboratorio
(iluminacion PAR) para la etapa de alimentacion, es decir que durante la incubacion con el
alimento, todos los tratamientos estuvieron bajo una nueva intensidad de PAR (PAR +
RUV) 2 PAR; PAR - PAR; Oscuridad > PAR. Por lo tanto, es posible que las
condiciones luminicas durante la etapa de alimentacion y exposicion hayan sido mas
similares en el tratamiento PAR, mientras que en el tratamiento (PAR + RUV) y el control
en oscuridad las condiciones luminicas durante la alimentacion fueron distintas de las
condiciones luminicas durante la exposicion. Por lo tanto, la alta tasa de alimentacion en el
tratamiento PAR podria deberse a que los copépodos estaban aclimatados a dicha radiacion
a diferencia de los copépodos que habian estado recibiendo una radiacion distinta
(tratamiento PAR + RUV) y los individuos que no habian recibido ningun tipo de radiacion
(control en oscuridad). Es notable que los copépodos en el tratamiento OSC (en oscuridad
durante la exposicion) mostraron una menor ingestién que aquellos que recibieron sélo luz
visible. Esto esta en desacuerdo con la idea general de que Acartia sp. se alimenta mas
activamente durante las horas nocturnas (Kouassi et al. 2001). En este estudio, se
utilizaron controles sin radiacion para asegurar que los animales estuvieran en buenas
condiciones al final de la exposicion y luego del experimento, teniendo asi una idea de la
una mortalidad “basal”, si existiera, que hubiera sido causada por las condiciones de
incubacidn, agua filtrada, etc. y que de otra manera podria haber sido atribuida
erroneamente a la RUV. En suma, las diferencias mas importantes son aquellas entre los
tratamientos RUV y PAR, sin embargo aun no estéa clara la causa principal de la baja
ingestién observada en los controles. Se podria especular que la mayor alimentacion
observada por Kouassi y otros (2001) durante la noche en A. clausi no esta determinado
Unicamente por una reduccion en la irradiancia, sino que esta modulado también por ritmos
enddgenos, como fue observado para la misma especie (Calbet et al. 1999). Obviamente

no es posible ir mas alla de esta especulacién utilizando radiacion natural, pero se podrian



Capitulo 4 Pagina 119

repetir los experimentos exponiendo a los copépodos a una fuente artificial de RUV durante
las horas més cercanas a la noche, momento en el cual los ritmos enddgenos determinarian
una mayor alimentacion en el tratamiento de oscuridad. Otra alternativa podria ser que las
cajas de Petri durante la exposicion hubieran estado insuficientemente cubiertas con papel
aluminio, de manera tal que los copépodos pudieran detectar algun haz de luz durante la
exposicion. Al moverse en el agua, el copépodo experimentaria condiciones de luz y
sombra, lo cual puede provocar vigorosas y rapidas reacciones de escape en Acartia tonsa,
que probablemente esta adaptada a escapar de esta forma a algun potencial predador
(Buskey y Hartline 2003). Si este fuera el caso, los copépodos del tratamiento de oscuridad
Ilegarian a la fase de incubacion con fitoplancton con un estado energético deteriorado con

respecto a los individuos de los otros tratamientos.

En la naturaleza, tanto los copépodos como el resto de la comunidad plancténica
superficial estan expuestos a la RUV y a cambios en los niveles de radiacion. Las muestras
de plancton superficial en Kristineberg son muy diversas y abundantes, lo cual significa que
existen numerosos taxa que proliferan bajo los niveles actuales de RUV. Una
generalizacién de los resultados obtenidos en este estudio es dificil ya que generalmente los
efectos de la RUV son dependientes de la especie (Siebeck y Bohm 1994; Zagarese et al.
1997; Tartarotti et al. 1999; Browman et al. 2000; Williamson et al. 2001). Resultados méas
complejos esperados podrian obtenerse al exponer a la vez el consumidor y el alimento
(Bothwell et al. 1994).
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Conclusiones generales

Las variaciones de D. spinulata a lo largo del afio en su habitat natural estan
determinadas por la disponibilidad de su alimento. La radiacion ultravioleta (RUV)
produce una fotoinhibicion significativa del rendimiento fotosintético durante todo
el afo, aunque ésta es pequefia comparada con la causada por la radiacion visible
(PAR). En el plazo de semanas-meses, se observaron respuestas diferenciales a la
radiacion solar dependiendo del grupo dominante en la comunidad de fitoplancton.
Los efectos de la RUV a en estos plazos son variables y estrian asociados a una
modificacion en la oferta de alimento disponible para los consumidores, aunque esta

relacion puede no ser la causal.

La exposicion a RUV no afectd la movilidad individual del cladocero de agua dulce
D. spinulata. La velocidad de natacion a lo largo del afio estuvo fuertemente ligada
a otros factores ambientales y condiciones previas (presencia de otros individuos,

mezcla en la columna de agua, alimento, etc.)

La exposicion previa a RUV no afectd la orientacion de la natacion de los
individuos de D. spinulata. Dicha direccion del movimiento también estuvo mejor

explicada por otros factores ambientales.

El copépodo marino A. clausi, ingirié una menor cantidad de células de
Thalassiossira weissflogii cuando los individuos del crustaceo estuvieron
previamente expuesto a dosis sub-letales de RUV natural. Es decir que la RUV

afecto negativamente la alimentacion del copépodo.

Los resultados sugieren que las dosis subletales de RUV pueden ser un factor mas
importante en la movilidad a nivel sub-individual (en la alimentacién) y en la
disponibilidad de alimento (por una inhibicién de las células fitoplanctonicas mas
tolerantes) que en la movilidad individual (velocidad de natacidn) de crustaceos
plancténicos dominantes de agua dulce y marinos bajo niveles naturales de

radiacion solar.
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