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SUMMARY: Quantification, frequency of dividing cells and production of planktonic
bacteria in the Embalse del Rio III reservoir. Related variables.

During a whole year (1987-1988), monthly variations of biomass, frequency of
dividing cells and production of bacterioplankton were studied in the Embalse del Rio
IIT Reservoir (Cérdoba, Argentina). Algal biomass and production were measured
simultaneously. A significant relationship between bacterial and algal production was
observed, being temperature an important regulator factor. Bacterial biomass values
did not correlate with their production rates. Low values and variability in the frequency
of dividing cells were probably due tomethodological difficulties for detecting division
invery little cells. These data suggest that the frequency of dividing cells is not areliable
indicator of total active bacteria. Annually bacteria cycled nearly 60% of organic matter
produced by phytoplankton in the water column.

INTRODUCCION

Convirtiendo los compuestos orginicos disueltos y en muy baja concentraciénen
las aguas, en materia organica particulada, que puede ser consumida por organismos
superiores de la cadena alimentaria, las bacterias heterotréficas reciclan en el
sistema, energia que de otramanera se perderia. Diversos autores (Lucasetal., 1981;
Newell y Fallon, 1982; Ducklow y Kirchman, 1983; Azam e al., 1983), estimaron
enecosistemas marinos, que entre el 10y 50% del carbono fijado fotosinteticamente
entra en la cadena alimentaria a través del crecimiento bacteriano sobre el carbono
organico disuelto. Bell y Kuparinen (1984), entre otros, sostienen que los productos
de excrecion algal parecen mover la mayor fuente de energia para el bacterioplancton.

A partir de la implementacién y aplicaciéon del método de incorporacién de
timidina tritiada en el ADN por parte de Fuhrman'y Azam (1980, 1982), se halogrado
un notable avance en el conocimiento de la tasa de movilizacién de la materia
orgénica a través de las bacterias. La mayoria de las investigaciones se han realizado
en ambientes marinos (Moriarty y Pollard, 1981; Newell y Fallon, 1982; Fuhrman y
Azam, 1980), siendo escasas las referidas a ambientes acudticos continentales
(Riemann et al., 1982; Bell et al., 1983; Lovell y Konopka, 1985).

Para poder aportar nuevos datos sobre esta problemadtica, el objetivo del presente
estudio fue estimar la produccién del bacterioplancton a través del consumo de metil-

* Contribucién Cientifica N° 515.
** Instituto de Limnologia "Dr. Raiil A. Ringuelet” C. C. 712 - 1900 - La Plata.

. ISSN pégs.
ECOSUR Argentina 0325-108X v. 16 n. 27 1-12 1990




2 M. A. DI SIERVI et al., Bacterias plancténicas Embalse dei Rio I

*H-timidina y la frecuencia de aparici6n de bacterias en divisi6n, su variacién
temporal y relaciones con los organismos productores primarios fitoplanct6nicos,
influencia de la temperatura y el tamaiio celular en los resultados finales con el fin
de evaluar, en forma tentativa, en que medida las bacterias movilizan la materia
organica en un embalse eutr6fico templado de Argentina.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se desarroll6 en el Embalse del Rio III, ubicado en el Valle de
Calamuchita de la provincia de C6rdoba, a 64° 23' Qeste y 32° 10" Sur. El mismo se
encuentra a 529,4 metros sobre el nivel del mar y tiene una superficie de 45,3 km?.
Se construy6 por represamiento del Rio Tercero en el afio 1936 con fines hidroeléc-
tricos y recreativos; actualmente sus aguas son utilizadas en el enfriamiento de la
central termonuclear Embalse. Tiene caracteristicas de un ecosistema eutr6fico y en
trabajos anteriores se brind6 informacién sobre aspectos fisicos, quimicos y biol6-
gicos del mismo (Mariazzi, et al., 1981; Nakanishi, et al., 1985).

El presente trabajo se desarroll6 entre enero de 1987 y enero de 1988, con
relevamientos mensuales en una estacion central del lago (Fig. 1). Las muestras se
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Fig. 1.— Embalse del Rio Tercero. Estacién de muestreo.
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obtuvieron con un aparato tipo van Dorn de dos litros de capacidad a las profundi-
dades de 0; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; y 20 metros.

La temperatura fue medida metro a metro en toda la columna de agua mediante
un termistor. La zona f6tica se determiné con un fotémetro subacuético Li-Cor 192
SB.

El mimero de bacterias fue estimado por microscopfa de epifluorescencia. Las
muestras se preservaron con formol al 2% (concentraci6n final) en viales de vidrio
limpios y esterilizados y fueron refrigeradas hasta el momento del recuento, el cual
no se extendi6 a m4s de dos semanas desde la obtencion de las muestras. Todas las
soluciones y diluyentes fueron esterilizadas por filtracién por 0,2 pm, efectuando
controles de cada una de ellas por medio de blancos. Las alicuotas de muestras se
diluyeron hasta obtener un maximo de 30 bacterias por campo microscopico,
coloreadas con naranja de acridina al 0,01% (concentracién final) y filtradas por
filros de membrana Nuclepore de 0,2 pm de poro, previamente coloreados con
SudanBlack, para obtener un adecuado contraste. Los filtros se montaron, entre porta
y cubre, con aceite de inmersién Cargill. Los campos microscépicos para el recuento
fueron elegidos al azar, contdndose un méximo de 400 bacterias en total. Aquellas
bacterias que mostraban una invaginacién peronounaclaradivision entre las células,
se sumaron en un minimo de 10 campos hasta totalizar 40 bacterias. Su porcentaje
respecto del total de bacterias, fue utilizado para estimar la frecuencia de células en
divisién. El volumen celular, se estimé midiendo largo y ancho de un minimo de 100
bacterias por muestra (Rodina, 1972), convirtiéndolo en biomasa multiplicando por
elfactor 1,21 x 103 grC . pm* (Watson, et al., 1977). Para todas estas determinacio-
nes se utiliz6 un microscopio Zeiss Standard 14 equipado con ldmpara halégena de
12 volts, 100 watts y filtros de excitacién en azul BP 455, 490; divisor de rayos FT
510 y filtros supresores LP 520 y BG 38.

Para la medicién de la produccién secundaria bacteriana por el método de
incorporacion de metil-*H-timidina, se obtuvieron muestras de las 10 profundidades
consideradas, en recipientes de vidrio de 250 ml, previamente lavados con 4cido
clorhidrico al 10%, siendo refrigeradas y transportadas al laboratorio. En el mismo
se fraccionaron y se inocularon con timidina (80 Ci/mmol), hasta una concentracién
final de 5 nM. Laincubacién se realiz6 en el laboratorio, en un bafio con circulacién
de agua del lago y en la oscuridad. Luego de una hora de incubacion, las muestras
se fijaron con 0,4 ml de formol neutralizado y filtrado. Los blancos se prepara-
ron agregando el formol inmediatamente después de la inoculacion del material
radiactivo.

Cada una de las muestras fijadas, se puso en contacto con 10 ml de soluci6n de
4cido tricloroacético al 10% enfriado en baiio de hielo. Luego de 10-15'a3-5°C, se
filr6é por Millipore de 0,2 pm de poro, enjuagando al finalizar la filtracién con 3
porciones de 5 ml de una solucién de 4cido tricloroacético frio al 5%. El filtro se
colocé en un desecador durante 24 hs y posteriormente se puso en contacto durante
30' con acetato de etilo, para provocar su disolucién, afiadiéndose seguidamente, 10
ml de solucién centelleadora con base de tolueno. La actividad se midié en un
contador de centelleo liquido Beckman LS-100C, corrigiéndose los conteos por el
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método de relacién de canales con estandard externo. Para el célculo final (mg C.
m3 . h'), se sigui6 la metodologia empleada por Bell, et al. (1983). Para emplearla,
es necesario un factor de conversién. Se debe tener en cuenta, que hay dos formas
de obtenerlo: a partir.de la tasa de crecimiento bacteriano o calcularlo conociendo 1a
tasa de consumo de%imidina. En la prictica, se obtienen valores mayores cuando se
considera el consumo de material radiactivo, respecto de los valores calculados por
el aumento en el niimero de bacterias. Es por eso que para evitar errores debido a una
mala interpretacién del factor, lo que motivarfa una evaluacién desacertada de la
produccion bacteriana, en este trabjao se har4 mencién a dicha produccién, conside-
randolacomounrango, calculado por dos factores, tratando de este modo de englobar
alverdaderoresultado producidoen el ambiente. para tal fin, se siguieron los cambios
en el nimero de bacterias, volumen celular promedio y consumo de *H-timidina en
dos muestra de agua del lago obtenidas a 10 metros de profundidad, en abril de 1987.
En ambos experimentos, fueron llenados dos frascos, cada uno conteniendo 500 ml
de agua, previamente filtrada por red de plagcton de 30 pm de poro. Submuestras de
10 ml, inoculadas con 6,6 nM de metil- *H-timidina e incubadas por una hora, fueron
obtenidas a distintos tiempos entre O y 20 horas. Por otro lado, otras submuestras,
también de 10 ml, fueronfijadas imediatamente con formol (2% concentracién final)
y destinadas a conteo directo. El factor de conversién, asumiendo una relacion lineal
entre In de N y In de V con el tiempo, fue calculado por la férmula;

N(o)
V(o)

C=n

donde N(0)y V(0) son las interceptas en el eje de las y de las rectas de regresion entre
del nimero de bacterias y consumo en el tiempo, siendo p la pendiente de dichas
rectas (Kirchman er al., 1982).

Laclorofila fue estimada por la técnica de Lorenzen (1967), mientras que para las
mediciones de la produccién primaria y carbono orgénico excretado, las muestras,
de 0; 1;2,5; 5; y 7,5 metros, fueron fraccionadas en botellas de 60 m! (dos claras y
una oscura), agregindoseles luego 500 pl de una solucién de NaH CO, de 4 pCi .
ml™. Las incubaciones, de cuatro horas, se efectuaron “in situ”, cubriendo todo el
periodo de luz. Posteriormente se fijaron con un mililitro de formol neutralizado. La
retencion de las algas se efectu6 por filtracién de todo el volumen a través de filtros
de membrana de 0,45 pm de poro. Los filtros se colocaron en desecador y una vez
secos se sigui6 el mismo procedimiento que para aquellos de produccion secundaria.

Del agua filtrada en las experiencias anteriores, y para conocer la cantidad de
carbono orgAnico excretado, se tomaron por triplicado, alicuotas de 3 ml de cadauna
de las muestras, las que fueron colocadas en viales de centelleo y se acidificaron a
pH 1-2con75 pl de HC1 1 N, haciéndose burbujear aire para favorecerla eliminacién
de CO, no utilizado. Luego se agregé a cada submuestra, 10 ml de solucion Bray,
midiéndose la radiactividad en la forma ya detallada precedentemente.
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Todas las referencias que se hacen a valores de produccién primaria en los
parrafos siguientes, incluyen los referidos al carbono orgénico fijado y liberado por
las algas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los factores de conversién considerados en el afio de muestreo llevado a cabo en
el Embalse del Rio Tercero, perfodo 87/88, fueron4,3 y 5,4 x 10° células por nanomol
de timidina utilizado, sugiriendo que los valores de produccién secundaria, sean
considerados como implicitos dentro del rango por ellos determinado. Fue asf que se
observaron maximos de producci6n primaria en noviembre y enero de cada afio en
coincidencia con los miximos valores registrado de temperatura. La clorofila no
present6 grandes variaciones a lo largo del afio, con méximos en febrero de 1987 y
enero de 1988 (Fig. 2A); hubo un aumento invernal (junio y julio), en momentos en
que la produccién primaria registr6 dos de los tres valores m4s bajos del afio. Uno de
los maximos registros de bacterias y su biomasa (Fig. 2B), coincidi6 con el pico de
clorofila de julio, pero fueron también altos los valores correspondientes a enero 87/
88 y febrero. La produccién bacteriana hasta los 20 metros, present6 los valores més
altos en enero 87 y marzo, con un rango entre 1409 y 2457 mgC . m?. d"', siendo el
minimo en julio, cuyo valor estuvoentre 300y 380 mgC . m. d"', vinculdndose estos
valores a algunos de los maximos y minimos de produccién primaria, carbono
orgénico excretado y temperatura.

Asumiendo que la eficiencia de crecimiento bacteriano es de un 60% (Calow,
1977), las bacterias reciclaron, teniendo en cuenta los dos factores de conversion,
entre 1570y 1316 mgC . m?. d"' en marzo y enero 87 respectivamente en la zona
fética, siendo los valores para toda la columna de agua, en esas mismas fechas, de
4100y 2950 mgC . m2. d' (Tabla 1). Tales valores corresponden al 34y 17% de la
producci6n primaria, considerando solamente la zona iluminada, estando entre el 88
y el 38% la utilizacién del carbono de origen algal, hasta los 20 metros. (Fig. 3).

Con 13 perfiles a los largo del afio, se pudieron realizaron cdlculos estimativos de
la produccién primaria y produccién bacteriana de todo este periodo. En el mismo,
la producci6n primaria fue de 1167,3 gC . m?. a*' y la produccién bacteriana se
estableci6 entre 114y 143 gC.m™. a' enlazonaféticay 356-433 gC.m. a' hasta
los 20 metros de profundidad. Si se considera la eficiencia delautilizacién de materia
orginica disuelta, en la formacién de materia orgénica, particulada, se obtienen
valores que variaron entre 189-238 y 590-721 gC . m . a’', correspondientes a
porcentajes del 16 al 20% y 50 al 62% para las dos profundidades citadas,
respectivamente, lo cual evidencié que una parte muy importante del carbono fijado
por las algas fue canalizado a través de las bacterias. Como dato comparativo, en el
trabajo de Riemann (1983: Tabla 3), se presentan los datos de varios ambientes
eutréficos, relaciondndose en ellos la produccién algal y 1a bacteriana. Estos datos
sustentan los hallados en la presente investigacion en cuanto a la importancia de las
bacterias en el reciclado de 1a materia org4nica disuelta.
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Fig. 2.— Variacion estacional de: (A) clorofila y (B) niimero de bacterias mm=—g y biomasa

bacteriana ——g .

El ndmero de bacterias totales, no present6 grandes variaciones estacionales, con
excepcion de pequefios picos observados en enero y julio de 1987 y uno algo mds
marcado en enero de 1988. También pudo observarse, que hubo una disminucién en
el nimero de bacterias totales en noviembre, justamente cuando la produccion
secundaria estaba en franco aumento. Esto pone en evidencia que no todas las
bacterias visualizadas son productoras, ya que diferentes porcentajes de ellas, en las
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TABLA 1

Valores de temperatura, produccién primaria y produccién secundaria bacteriana

Fecha Temp. A B C D E

Enero 1987 23,5 4637 630 1409 1050 2348
790 1769 1316 2948

Febrero 23 3947 348 1126 580 1786
437 1405 729 2340

Marzo 22 2794 750 1956 1250 3260
942 2457 1570 4094

Abril 18,9 3472 277 1181 462 1968
348 1483 580 2472

Mayo 15 1761 202 806 336 . 1686
252 1011 421 1343

Junio 12,1 1478 105 416 176 693

. 132 522 220 870

Julio 11,6 1347 109 302 182 503
137 379 228 632

Agosto 10,4 885 95 328 158 547
119 412 198 687

Setiembre 12,8 1795 165 619 276 1032
208 778 346 1296

Octubre 16,5 3552 253 688 422 1147
318 865 530 1440

Noviembre 204 5212 173 782 289 1304
218 983 363 1638

Diciembre 21,1 3606 437 969 728 1616
549 1217 915 2029

Enero 1988 23,1 4423 244 1073 407 1788
306 1348 511 2246

A: Producci6n primaria (mgC . m?. d"")

B: Prod. Bacteriana en la zona fética (mgC . m2. d")

C: Prod. Bacteriana de 0 a 20 metros (mgC . m2. d!)

D: Reciclado por las bacterias en zona fética (60% efic.) (mgC . m2. d?)

E: Reciclado por las bacterias de 0 a 20 metros (60% efic.) (mgC . m2. d")

distintas épocas del afio, se encontrarian muertas o inactivas, 0 que aquellas
productoras, no pueden ser detectadas, debido a su pequeiiez, con un microscopio
6ptico. Esto motivaria Ia falta de relacién observada entre el nimero de bacterias
totales y lo producido por ellas. Este concepto es sutentado por Krambeck, et al.
(1981), quienes sugieren que los valores estimados de produccién bacteriana pueden
incluir cierto error debido al limitado conocimiento del volumen celular promedio de
cada muestra, Dichos autores estimaron que la presencia de bacterias de volimenes
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muy pequefios conduciria a una sobreestimacién de volimenes medios celulares
medidos por microscoia de epifluorescencia. Por otro lado, Fuhrman (1981), sostiene
que las bacterias se colapsan al prepararlas para microscopia electrénica de barrido
y consecuentemente la epifluorescencia no brindarfa una informacién tan equivoca-
da como posiblemente sea aquella obtenida por microscopia electrénica. En el
presente trabajo no se detectaron apreciable diferencias en el ancho y largo de las
células, que puedan dar una variacion estacional del volumen medio celular.

Respecto de los porcentajes de bacterias en division, estos fueron poco variables
durante el afio de estudio, oscilando entre 7,5 y 13%. Esto di6 como resultado que el
nimero total de bacterias y por consiguiente la biomasa de las mismas, se correspon-
dieran con los valores de bacterias en division (Fig. 4). Ello indicaria, tal como se dijo
en el parrafo anterior, que un gran porcentaje de la produccién secundaria es
realizado por células no detectables al microscopio 6ptico, o que aquellas en estado
dedivisién pueden ser confundidas con una sola célula de tamafio mayor. Por lo tanto,
el mimero de bacterias totales difiere del de aquellas activas, haciendo de muy dificil
utilidad 1a comparacién de los conteos directos con lo producido por ellas.

Los célculos de 1a produccién bacteriana anual se basan en §atos obtenidos €& un
muestreo al mediodia, para cada mes. Si se asume este valor como representativo del
promedio diario de producci6n bacteriana, se debe considerar que la misma puede
aumentar durante la noche y la mafiana (Riemann ez al., 1984). Enel Embalse Ramos
Mexia, se pudo comprobar que tal posibilidad era cierta, alcanzando dicha produc-
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cién sus registros mds altos al atardecer, a la madrugada y antes del amanecer, (Di
Siervi, 1989).

La temperatura oscil6 entre 25 °C en enero y 10,5 °C en agosto y tuvo una clara
influencia sobre la tasa de produccion bacteriana y también sobre la produccién
primaria, presentando coeficientes de correlacion de 0,84 y 0,91 respectivamente.
Los cambios estacionales de la produccion secundaria bacteriana siguieron estrecha-
mente el comportamiento de la produccion primaria y aquf no puede descartarse la
influencia de los productos orgdnicos de excreci6n algal, 10s que serian rapidamente
utilizados por las bacterias, especialmente en la zona f6tica, transformando esta
materia orginica disuelta en material particulado (en laforma de biomasabacteriana),
quedando asi disponible como fuente alimentaria para otros organismos.

CONCLUSIONES

El cambio anual y paralelo de la tasa de produccién bacteriana y el ciclo de
crecimiento algal, sugieren que la poblacién bacteriana, depende de Ia produccién
primaria como un recurso accesible y continuo de materia orgénica disuelta o de
nutrientes inorgdnicos o de ambos a la vez. Para la utilizacion de tales recursos, la
célula no s6lo debe estar en el sistema sino que debe ser activa. Con los conteos
directos, se obtiene nada mas que el nimero de bacterias, pero sin llegar a conocer
su estado fisiolégico. La no concordancia de un alto nimero de bacterias en algunos
meses en los que la producci6n fue baja, estarfa indicando que no todas las bacterias
son activas en el invierno. Con el incremento de 1a temperatura, aumenta la cantidad
de células activas, aunque disminuya el nimero total. Quizis pueda justificarse de
forma semejante la discrepancia observada algunos meses entre produccion primaria
y clorofila, como puede también conjeturarse que, ante una temperatura adecuada,
existe una estrecha relacién entre presencia y actividad de bacterias y algas, dando
como resultado que a un aumento de la produccion primaria le siga un aumento de
produccioén secundaria, asimismo sustentado por €l carbono orgénico excretado, que
tiene un comportamiento similar al de la produccion algal.

Durante el ciclo estudiado, un 40% promedio, del carbono fijado por las algas fue
reciclado a través de las bacterias. Considerando que 1a produccion bacteriana puede
ser mayor en determinadas horas del dfa, los valores estimados podrian resultar
superiores, incrementando considerablemente el porcentaje calculado.

Considerando lo opuesto del comportamiento entre el nimero de bacterias y su
produccion, asi como el recuento de células en division, poco efectivo debido al
pequeiio tamaiio de las mismas, se sugiere que la produccién medida a través del
consumode timidina, deberfa compararse con el mimero de bacterias activas y nocon
el total de células presentes en la muestra. Teniendo en cuenta las irregulares
fluctuaciones también encontradas a lo largo del afio en la biomasa algal, y el regular
ritmo de la producci6n primaria, se puede considerar que la temperatura constituiria
el factor determinante del ciclo anual de ambas producciones.
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