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RESUMEN

Se estudié el bacterioplancton en tres lugares de la Bahia de Gaira (costa
Caribe colombiana) en dos periodos climaticos contrastantes. Se estimé la
densidad bacteriana total con la técnica de epifluorescencia y se midieron forma,
tamafio y biomasa bacteriana aplicando analisis de imagen. Se encontraron
diferencias significativas de densidad bacteriana entre épocas climaticas, sitios
de muestreo y profundidades evaluadas. La densidad promedio fue de 4,4 x 10°
células mI™" con valores que oscilaron entre 7 x 10* células ml™ en la época
seca y 2,9 x 10° células mI" en la época lluviosa. En todo el estudio
predominaron ceélulas cocoides y pequefias; el 75% de las células mostraron
biovolumenes menores a 0,05 ym® y el 60% fueron esféricas. El contenido de
carbono (C) promedio por célula oscilé entre 5,7 y 11,2 fg C, valor que se
considera bajo incluso en aguas oligotroficas. Durante el periodo de muestreo el
aporte total de la biomasa bacteriana al sistema fue de 0,9 uyg C I a32 ug C I'".
Los resultados sugieren que la densidad y la biomasa bacterianas aumentan
por el aporte de materiales proveniente de la descarga del rio Gaira y de la
Ciénaga Grande de Santa Marta en la época lluviosa. Es posible que la
disponibilidad de nutrientes organicos e inorganicos sean un factor importante
en la dinamica de la comunidad bacteriana en la bahia. Es necesario
profundizar en esta problematica para discernir la importancia del

bacterioplancton de este sistema.
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INTRODUCCION

A mediados de los afos setenta, se descubrid la participacion de las bacterias
en los ciclos biogeoquimicos lo cual incrementé el interés general por
estudiarlas. A partir de entonces se consolidaron las metodologias que
permitieron estimar el papel de los microorganismos en el ciclo de los nutrientes.
Con el fin explicar la funcion de los procariotas en el ecosistema acuatico surgio
la hipotesis del bucle microbiano (microbial loop), que plantea la interaccidn
entre las comunidades microbianas del agua para reutilizar el carbono organico
disuelto (COD) resultante de excrecion, exudaciéon y muerte del plancton (Azam
et al., 1983; Wilhelm & Suttle, 1999; Kirchman, 2000).

La mayor parte de la informacién sobre la participacion de los microorganismos
en las redes troficas acuaticas proviene de la investigacion realizada en
sistemas de latitudes altas. En Colombia se han realizado algunos trabajos para
evaluar la contaminacion bacteriana por aguas residuales en la zona costera,
especialmente en los sitios en los cuales hay vertimiento de aguas residuales y
fluviales, utilizando indicadores como coliformes totales y fecales, enterococos y
bacterias anaerobias sulfito reductoras (Bernier, 1977; Franco, 1983; Invemar,
2003; Invemar, 2005). Por otra parte, son escasos los estudios orientados hacia
la participacion de las bacterias en las cadenas troficas y su importancia en el
ecosistema marino, sin embargo, se reporta que las bacterias participan
activamente en la degradacion de materia organica y que se encontraron altos
valores de abundancia y biomasa bacteriana en la Ciénaga Grande de Santa
Marta (Steubing, 1971; Hoppe et al., 1983; Gocke et al., 2003; Gocke et al.,
2004)



En el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Jorge Tadeo Lozano se
han estudiado los microorganismos en aguas continentales en colaboracién con
instituciones como Colciencias y el Fondo para la Promocion de la Ciencia y
Tecnologia del Banco de la Republica. Mediante tales trabajos se han validado
metodologias novedosas en Colombia para el estudio de los microorganismos
(Canosa & Pinilla, 1997; Canosa & Pinilla, 1999; Canosa et al., 2000; Canosa &
Pinilla, 2001; Canosa, 2003). En este contexto el grupo de investigacion en
Microbiologia Acuatica de la Universidad, conciente de la importancia de iniciar
en el Programa de Biologia Marina estudios microbiolégicos en el ambiente
marino decidié apoyar este trabajo de tesis, cuyo tema quedo adscrito a la linea
de Participacion de Microorganismos en Cadenas Troficas. Para la realizacion
del trabajo se utilizaron fondos, materiales y reactivos remanentes de los
proyectos en ejecucion o ya realizados. También se contd con el apoyo de la
Decanatura y del profesor Andrés Franco quien dirige la linea de Investigacion

en Oceanografia en la Sede de Santa Marta.

Mediante la ejecucion de este trabajo se pretendié una aproximacién al estudio
de las bacterias en la Bahia de Gaira al platear las siguientes preguntas: 1.
¢, Cual es la densidad bacteriana en las aguas de la Bahia? 2, ;Cual es la
biomasa del bacterioplancton en estas mismas aguas? 3. ; Como se encuentra
distribuido horizontal y verticalmente el bacterioplancton? 4. EI
bacterioplancton presenta alguna variacion temporal en densidad o biomasa
bacterianas durante el periodo de muestreo? Al responderlas, el presente
trabajo sirve como punto de partida para que el grupo de Microbiologia Acuatica
de la Universidad continue con estudios acerca del componente microbiano
marino, como se dijo poco estudiado en el pais, también para estimular la
participacion de otros grupos de investigacidén en la obtencion y comparacion de

informacion concerniente a su densidad, biomasa, actividad, diversidad y



ecologia microbiana. Finalmente, para generar un marco conceptual que
permita renovar los enfoques y la perspectiva hasta ahora usada en el estudio
de este importante recurso, el mar, y asi en un futuro potenciar los procesos

productivos manejados por el hombre.



MARCO TEORICO

El bucle microbiano

A comienzos de la década del 80 Azam et al., (1983) propusieron un modelo
para representar los flujos de materia y energia a través de los
microorganismos planctonicos, denominado el bucle microbiano. A raiz del
descubrimiento de una gran cantidad de virus en los ecosistemas acuaticos y
de obtener evidencias de su participacion en ese bucle, se incluyeron en el
modelo que se muestra en la figura 1 (Thingstad et al., 1993; Wommack et al.,
1999).

Micro y macrozooplancton

“Sloppy <>
feeding”

Accioén viral

x Excrecion

Fitoplancton cob

Exudados H C

Bacterias heterétrofas

Figura 1. Representacion esquematica del bucle microbiano. Las flechas indican la
direccion del flujo de materia organica. COD: Carbono Organico Disuelto.
Modificado de Wilhelm & Suttle (1999).

Se ha reportado que a través del bucle microbiano llega a moverse entre el 20 y
el 50% del carbono sintetizado por los productores primarios en forma de

carbono organico disuelto (COD) producido por excrecion, babeo alimenticio



(sloppy feeding), y por muerte, como por ejemplo a causa de la lisis viral del
plancton. Adicionalmente la escorrentia en sistemas costeros y Iénticos puede
subsidiar la reserva de carbono organico autéctono. Al ser asimilado por las
bacterias el COD se convierte en biomasa particulada que se transfiere por
pastoreo a los bacteriovoros y a partir de ellos puede ser exportado del sistema
o permanecer disponible constituyendo la comunidad bacteriana, favoreciendo
su papel como mediadora en el ciclo de los nutrientes y materiales en el medio
marino (Shiah & Ducklow, 1994; Bratbak et al., 1998; Thingstad, 2000; Choi et
al., 2001; Valencia et al., 2003).

Las aproximaciones tedricas al funcionamiento del bucle han permitido predecir
el efecto que las variables ambientales tienen sobre las poblaciones bacterianas.
Por ejemplo, el estado trofico del ambiente traza un escenario que ocasiona en
la comunidad bacteriana cambios en su composicion taxonomica y en su
estructura de tamafios que se refleja en propiedades como la cantidad de
carbono por célula (Koch, 1996; Fukuda et al., 1998). La interpretacion de la
informacion existente ha puesto en evidencia que a través de estos diminutos
organismos fluye la energia aprovechada finalmente por las personas mediante

la explotacion de los recursos pesqueros.

El bacterioplancton

El bacterioplancton esta constituido por los organismos procariotas presentes
en la columna de agua que se mueven a merced de las corrientes. El estudio de
este eslabodn tréfico requiere medir, en unidades que permitan interpretar la
informacion en el contexto tréfico, algunas caracteristicas tales como el nimero

de células presentes y la cantidad de materia organica que contienen.



La densidad bacteriana es apreciable, llegando a encontrarse en cantidades de
mas de 10° células I'', representando mas biomasa que cualquier otro grupo,
hasta 1 g de carbono m™, en la zona eufdtica oceanica (Turley, 1993; Ford,
1993; Gasol et al.,, 1997; Bratbak et al., 1998). No obstante su papel como
reservorios de carbono y como eslabones en el bucle microbiano, se sabe hoy
que los diversos ensamblajes metabdlicos de procariotas acuaticos son
fundamentales, si no imprescindibles, en los procesos de remineralizacion
gracias a que las técnicas moleculares han revelado la composicion taxondmica
y diversidad metabdlica del bacterioplancton en aguas marinas y continentales.
Es asi como la informacion obtenida como consecuencia del desarrollo
conceptual y técnico ha complementado los datos sobre la estructura del
bacterioplancton y su variacion espacial y temporal en relacién con la dinamica
del medio. (Hobbie, 1993; Pomeroy et al., 1995; Fukuda et al., 1998; Ducklow,
1999; Wilhelm & Suttle, 1999; Glockner et al., 1999; Long & Azam, 2001).

La biomasa, parametro basico en ecologia microbiana, se refiere a la medida de
algun material celular importante como por ejemplo, la cuantificacion de
macromoléculas como el acido muramico, el ATP, algunos lipidos especificos, y
el contenido de DNA o de proteinas. Dependiendo del enfoque del estudio se
pueden utilizar igualmente las mediciones de peso seco, contenido de carbono,
nitrégeno y/o fosforo (Lee, 1993; Norland, 1993; Fukuda et al., 1998; La Ferla et
al., 2004; Makino & Cotner, 2004).

Usualmente la biomasa bacteriana se expresa como contenido de carbono, y
aunque puede ser determinado directamente, por ejemplo usando microanalisis
con rayos X o mediante la oxidacion catalitica a alta temperatura, es estimada
de forma rutinaria a partir de la cantidad de células bacterianas, densidad, y de
la medida del volumen celular, biovolumen. Este ultimo se obtiene faciimente a

partir de las dimensiones de organismos individuales observados a través del



microscopio. El procedimiento esta basado en la tincidn de las células con un
colorante fluorescente, el recuento directo de bacterias, la determinacion del
tamano celular y finalmente el calculo del contenido de carbono mediante la
aplicaciéon de algun factor de conversion (Lee, 1993; Norland, 1993; Posch et al.,
2001).

Tamafo, densidad, biomasa, forma, dotacién enzimatica y requerimientos
energéticos son propiedades bacterianas estrechamente relacionadas. Sin
embargo, al referirse a los procariotas es conveniente aludir prédigamente al
tamafo ya que su variacion esta directamente relacionada con la eficiencia de
difusién de los nutrientes y desechos dentro y fuera de la célula, los procesos
de sintesis de nuevas estructuras y aun de proteccion contra los predadores.
Algunas de las formas vivientes mas pequefias que existen se encuentran en el
espectro de tamanos de los procariotas acuaticos, hacen parte del picoplancton
junto con los organismos cuyo diametro esta entre 0,2 y 2,0 ym, aunque
algunos procariotas pueden alcanzar mayores dimensiones. Su tamano esta
determinado por la cantidad minima de material que debe contener una célula
para mantenerse viva o activa, y la necesidad de almacenar reservas o
defensas. (Koch, 1996; Kirchman, 2000; Jochem, 2001; Wu et al., 2004).

La ventaja mas grande que tiene el ser pequefio es su proporcidén superficie-
volumen, la cual hace que sea muy eficiente el transporte de nutrientes
requeridos en el interior de la célula. Ademas, algunos pueden formar
facilmente esporas o llegar a estados de dormancia o inactividad al disminuir las
funciones vegetativas. La capacidad de evadir a predadores selectivos que no
consuman organismos pequefios o disminuir la probabilidad de encuentro,
favorece especialmente a los mas pequeios entre los pequefios (Koch, 1996).
Tales habilidades hacen de la comunidad del bacterioplancton un componente

muy heterogéneo y variable en el ecosistema, exhibiendo cambios en su



estructura de tamanos, morfologica y taxondmica. Incluso las diferentes
densidades bacterianas reportadas son expresion del aprovechamiento de los
recursos disponibles y de la capacidad para eclipsar la mortalidad ya sea por
predacién o por lisis viral. (Pernthaler et al., 1997; Simek et al., 1997; Hahn &
Hofle, 1999; Jiirgens et al., 1999; Gldckner et al., 1999; Simek et al., 2001).

Tedricamente el limite inferior de volumen bacteriano oscila entre 0,02 ym?® y
0,6 um?®, aunque se reconoce que existen procariotas de menos de 0,01 pm?
(Koch, 1996; Sommaruga & Psenner, 1995). Para sobrevivir deben contar con
el espacio celular fisico que les permita albergar en sus genes la cantidad de
informacion requerida, o disponer de un mecanismo para optimizar el que haya
(Koch, 1996; Psenner & Sommaruga, 1992). Los microorganismos en este
rango de tamano tienen que afrontar restricciones fisicas que no es habitual
contemplar, a pesar de lo cual se reporta que han llegado a dominar los
ambientes oligotréficos contando entre sus representantes al organismo mas
abundante sobre la tierra, revelando que contribuyen significativamente a la
biomasa total en los océanos, aunque no debe considerarse una regla general
(Eguchi et al., 1996; Fukuda et al., 1998; Biddanda et al., 2001; Simu &
Hagstrom, 2004).

En el otro extremo del espectro, el de las células procariotas mayores, la
limitacion la impone la velocidad de difusién de materiales (nutrientes o
desechos). Estos microorganismos han compensado esa desventaja impuesta
por el tamafo con estrategias tales como una mayor cantidad de agrupaciones
funcionales de transporte, permeasas, ya que el principal mecanismo de
entrada y salida de sustancias en las bacterias es el transporte activo. Modificar
la forma también puede resolver el problema y esta es la razén por la cual se
cree que muchas bacterias tienen formas bacilares, flamentosas o fusiformes,

ya que de esta manera incrementan la relacion superficie-volumen al hacerse lo
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mas estrechas posible aunque sean largas y anchas. Entonces, si se logra el
transporte de particulas con la suficiente velocidad por unidad de area
superficial, puede entenderse que se encuentren procariotas con dimensiones
tan extremas como 600 pm x 80 um (Koch, 1996; Kirchman, 2000; Vrede et al.,
2002).

Al ser grande, un microorganismo consigue escapar de sus perseguidores por
ser mayor que ellos o si resulta dificil de ingerir, de esta forma se puede
modificar la estructura de tamanos de la comunidad bacteriana al tiempo que se
altera la composicidn taxondmica. Habilidades menos efectivas en la evasion de
predadores como la elasticidad y cualidades bioeléctricas en la superficie
celular también han sido estudiadas (Psenner & Sommaruga, 1992; Fernandez
et al., 1999; Koch, 1996; Hahn y Hofle, 1999; Jlirgens et al., 1999; Matz y
Jurgens, 2001; Wu et al.,, 2004). Es comunmente aceptado que las células
bacterioplancténicas con los mayores tamanos se encuentren en los ambientes
mas productivos, generalmente cerca de la costa y en sistemas estuarinos, en
donde generalmente el carbono no es el factor limitante. La disponibilidad de
nutrientes inorganicos, por otro lado, no resulta determinante ya que se han
reportado diferentes tamafos bajo un mismo régimen de nutrientes (Fukuda et
al., 1998; Vrede et al., 2002)

Métodos de estudio

La ecologia microbiana evalua los microorganismos en su ambiente o habitat
natural, y aunque este tema ha sido hasta ahora poco estudiado en Colombia, a
nivel mundial se reconoce que en el medio acuatico los procariotas son
responsables de la mayoria de las acciones en los ciclos del carbono y del

nitrégeno a través de su interaccidén con el ambiente (Ford, 1993; Hobbie, 1993,
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Fukuda et al.,, 1998). Ratificar tal afirmacion ha sido posible gracias a la
evolucion de las técnicas utilizadas ya que “el entendimiento de los procesos
microbianos en el ambiente sera tan bueno como nuestros métodos, quizas en
ningun otro campo cientifico como en este los dogmas han sido completamente
modificados por la nueva informacion resultante del mejoramiento de la

tecnologia” (Paul,1993).

Histéricamente el principal obstaculo en el avance del conocimiento sobre las
poblaciones bacterianas naturales estuvo relacionado con las metodologias,
todas ellas desarrolladas in vitro y con deducciones formuladas a partir de
métodos de cultivo que brindaban resultados en unidades formadoras de
colonias. Se sospechaba que los cultivos sub-estimaban la densidad de las
bacterias en el agua y con el uso de técnicas de fluorescencia se demostré que
los numeros eran superiores, a partir de entonces se trabajé intensamente para
desarrollar procesos que permitieran discernir el papel de los microorganismos
en el ciclo de los nutrientes en el ecosistema acuatico (Hobbie, 1993; Bratbak &
Heldal, 1995; Canosa & Pinilla, 2001). Ahora se esta entendiendo de que
manera los procariotas cumplen su funcién particularmente gracias a descubrir
que son capaces de sortear, en una escala sutil, las condiciones tipicas del

ambiente acuatico.

La investigacion microbiologica no es sencilla ya que los mecanismos de control
no actuan por separado, ademas los microorganismos también son
influenciados por una gran variedad de factores como la temperatura o la
salinidad (Shiah & Ducklow, 1994; Vrede et al., 1999; Jochem, 2001). En este
contexto es necesaria una aproximacion ecologica preliminar para abordar la
problematica de la comunidad bacteriana en el ecosistema marino, a través del
conocimiento de su densidad, biovolumen y biomasa en un determinado lugar,

lo cual permitiria constituir una linea base que conduciria a formular
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explicaciones y modelos para esclarecer las complejas interacciones entre los
organismos que coexisten, a través del bucle microbiano, en el ecosistema

estudiado.

La técnica de epifluorescencia. Mucha de la informacién disponible acerca
de la densidad de bacterias en aguas naturales se debe al desarrollo de la
técnica de epifluorescencia, originalmente propuesta para detectar anticuerpos
fluorescentes en medicina. Esta técnica aprovecha la propiedad de algunas
sustancias, llamadas fluorocromos, de emitir luz en una determinada longitud de

onda al ser estimuladas por radiacion de una longitud de onda diferente.
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Figura 2. Representacion del principio de la
epi-iluminacién en el funcionamiento del
microscopio de epifluorescencia.

13



La fluorescencia se visualiza con la ayuda del microscopio de epifluorescencia
en el cual luz llega al espécimen por encima, al contrario de un microscopio
corriente (figura 2). Para el conteo rutinario de bacterias del agua se usan
fluorocromos con afinidad para los acidos nucleicos como la naranja de acridina
(3,6-tetramethyl-diaminoacridina) y el DAPI (4°6-diamido-2-fenilindol) (Turley,
1993; Kepner & Pratt, 1994).

En el procedimiento un volumen de la muestra de agua tefida con el
fluorocromo se filtra para concentrar las bacterias en una superficie que permita
su conteo, por lo cual la eficiencia de este procedimiento fue potenciada con la
aparicion de los filtros de policarbonato con superficie plana y diametro de poro
preciso, que permitieron una seleccion mas confiable del tamano de las
particulas retenidas y una mejor observacion. Los comunmente usadas son de

0,2 ym de diametro de poro.

El analisis de imagenes. El analisis de imagen es la ciencia de realizar
medidas densitométricas y geométricas de imagenes de cualquier tipo.
Normalmente el recuento y medicion de las células bacterianas es un trabajo
realizado directamente por el observador, sin embargo no deja de ser un
método dispendioso aligerado en gran medida gracias al desarrollo que desde
los afos cincuenta tuvo el analisis de imagen, permitiendo realizar esta labor de
forma mas eficiente y precisa (Sieracki et al., 1985; Blackburn et al., 1998). En
el campo de la microbiologia las técnicas de analisis de imagen se utilizan para
mejorar la calidad de la imagen y determinar el numero, forma y tamafio de las
células, dicho proceso lo realiza mucho mejor el computador que el observador

humano.

El procedimiento de automatizacién se logra cuando la imagen obtenida a

través del microscopio es digitalizada mediante una camara y un sistema de
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archivo digital. Después la imagen es procesada buscando diferenciar los
objetos del fondo, para luego ser transformada en una de dos tonos de gris,
binaria, sobre la cual se analizan los parametros y caracteristicas de los objetos
individuales. Se pueden realizar afinamiento y diferentes pasos de
transformacioén, lo cual le confiere al método ventajas como sensibilidad,
especificidad e informacion adicional sobre una gran variedad de parametros
morfométricos (Psenner, 1993; Blackburn et al., 1998; Canosa, 2001). Ademas
de obtener informacion sobre el largo, el ancho, la redondez y otras medidas de
las bacterias, a través de férmulas se puede calcular el biovolumen de células
individuales en la muestra. En la actualidad el procedimiento mas usado

combina la técnica de epifluorescencia con el analisis de imagen automatizado.

Determinacion de biomasa. Mediante técnicas como el analisis de imagenes
se ha descubierto que la combinacion de propiedades exhibidas por los
procariotas acuaticos se traduce en cambios de biovolumen y biomasa que
modelan y son modelados por las redes tréficas. Se han descrito varios
procedimientos para determinar la biomasa, uno de los mas habituales se usé
para la realizacibn de este trabajo, el cual aprovecha las mediciones del
biovolumen de bacterias individuales, el método asume que existe una
proporcion entre la cantidad de carbono y el biovolumen de un organismo. En la
tabla 1 se muestran los diferentes factores de conversion utilizados al momento,
su uso depende de particularidades propias de cada experimento como la
técnica utilizada para determinar la cantidad de carbono, los organismos
evaluados e incluso las condiciones de crecimiento. El conteo directo por
epifluorescencia, la determinacion de las dimensiones bacterianas con analisis
de imagenes y finalmente el calculo del contenido de carbono, integran el
procedimiento que constituye actualmente una herramienta basica en ecologia

microbiana acuatica que, sin embargo, requiere seleccionar el fluorocromo y el
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factor de conversion mas apropiado si se pretende obtener datos confiables y

comparables (Posch et al., 2001).

Tabla 1. Modelos propuestos en los cuales se relaciona biomasa vy
biovolumen. (Norland, 1993; Fukuda et al., 1998; Posch et al., 2001)
Modelo Caracteristicas

N La relacion entre biomasa y biovolumen no depende del
Proporcion constante | tamafio. Factor de conversién muy general.

m=CV

Opuesto al de proporcién constante, no hay relacion
) biomasa-biovolumen. Apropiado para relacionar nimero de
Biomasa constante | cglulas con biomasa.

20 fg C célula™.**

m=C

La proporcion peso/volumen depende del tamafio (mayor
o proporcién p/v en bacterias pequenas).

Alométrico Se debe tener en cuenta el tamarfio de las bacterias que
estan siendo evaluadas al aplicar los factores elegidos.

m = CV*

m: biomasa; C: factor de conversion; V: volumen; a: factor de escala

**: valor de carbono por célula comunmente utilizado, aunque hay datos

que van de 2.45 a 260 fg C célula™

Los modelos propuestos y diferentes factores de conversion representan la
relacion empirica entre biomasa y biovolumen, la cual ha permitido definir al
carbono como componente de aproximadamente el 50% del peso seco de las
bacterias, esto quiere decir que la proporcion carbono/biovolumen no debe
superar los 0,5 pg C pm>, no obstante es suficiente para que el
bacterioplancton constituya entre el 5 y el 70 % del carbono organico presente
en la zona fética marina (Moriarty, 1979; Lee, 1993; Norland, 1993; Wilhelm &
Suttle, 1999).
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METODOLOGIA

Area de muestreo

La Bahia de Gaira se encuentra en el sector de Santa Marta (Magdalena) en el
Caribe colombiano (figura 3). Las caracteristicas ambientales de este sector
han sido descritas en numerosos estudios en los que se reconoce el efecto de
las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta y de las condiciones
hidrologicas de la region durante el ciclo anual (Blanco, 1988; Ramirez, 1990;
Diaz et al., 1991; Franco, 2005).

A continuacién se describen de manera breve los efectos del ciclo climatico en
la zona de la Bahia. El primero hace referencia a una relativa estratificaciéon de
la columna de agua durante la mayor parte de la época lluviosa de mayo a
noviembre, lo que conlleva a un agotamiento de los nutrientes inorganicos,
particularmente nitritos y nitratos; el segundo factor se refiere a la influencia de
los fuertes vientos alisios regionales de diciembre hasta abril, durante la época
seca que generan una pequefia surgencia de aguas sub-superficiales en el

sector de Santa Marta.

Los vientos también conducen a la homogenizacion de la columna de agua y si
bien se manifiestan en toda la region, la intensidad y duracion de sus efectos a
nivel climatico y oceanografico se hacen mayores en el tramo norte de la costa
Caribe colombiana y van decreciendo en direccién sur (Invemar, 2003; Franco,
2005).
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Figura 3. Mapa de la Bahia de Gaira. Los puntos amarillos muestran la posicion de las
estaciones de muestreo.

Modificado de Plancha COL244, Centro de Investigaciones Oceanograficas e
Hidrograficas Agustin Codazzi-CIOH.

Estaciones de muestreo. Para la realizacion del estudio se seleccionaron tres
estaciones de muestreo intentando abarcar la totalidad de la Bahia de Gaira,
desde Punta Gloria al sur hasta Punta Gaira al norte (figura 3). Las estaciones
uno y dos, se localizaron sobre una linea paralela a la linea de costa que
coincidié con el meridiano 74° 15" 00" Oeste, después de la isobata de 50 m
tratando de incluir en el muestreo toda la capa de mezcla. La estacion tres fue

ubicada frente a la desembocadura del rio Gaira.
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Fase de Campo

Se realizaron siete salidas de campo de manera simultanea con las
programadas en la asignatura Proyecto de Investigacion Il, del programa
académico de décimo semestre de la facultad de Biologia Marina en la sede de
Santa Marta. El periodo de muestreo estuvo comprendido entre agosto de 2003
y octubre de 2004. Se contd con el apoyo logistico y cientifico del Profesor
Andrés Franco Herrera, director de la linea de investigacion en Oceanografia de
la Universidad Jorge Tadeo Lozano. El desplazamiento hasta las estaciones y
su ubicacién se efectud en lancha y con un sistema de posicionamiento global

(GPS) facilitados por la misma Universidad.

En el lugar del muestreo se llend un formato con datos tales como fecha y hora
del muestreo, direccion de la corriente, procedencia del viento, nubosidad,
profundidad a la cual desaparece el disco Secchi, color del agua y temperatura
(Anexo A). El coeficiente de extincidon de luz (k) se determiné con la ecuacién: k
= 1.45/d, en la que d es la maxima profundidad en metros a la que el disco
Secchi es visible, y 1.45 es una constante (Tait, 1987). Con el valor obtenido

para cada periodo climatico se realizo el perfil de extincion de la luz.

Las muestras de agua superficial se tomaron en las tres estaciones a una
profundidad de 0,5 m. En las estaciones uno y dos se tomaron ademas
muestras a 42 m con botella Van Dorn de 6 | de capacidad, la temperatura del
agua se midi6 una vez la botella muestreadora fue izada abordo con un
termometro de mano. En cada caso se recogieron aproximadamente 200 ml en
frasco estéril oscurecido que se mantuvo bajo refrigeracion con hielo. Cada

muestra se tomo con duplicados.
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Fase de Laboratorio

Manejo de las muestras. Los frascos con las muestras se transportaron
refrigerados con hielo y en oscuridad al laboratorio ubicado en las instalaciones
de la Universidad en El Rodadero. Siguiendo técnicas asépticas se fijaron las
muestras con gluteraldehido buferado (GTA-B) prefiltrado hasta una
concentracion final de 2.5 %, este reactivo fue preparado un dia antes del
muestreo. Las muestras preservadas se mantuvieron refrigeradas a 4 °C en la

oscuridad hasta su analisis.

Procesamiento de las muestras. Conteo total de bacterias. Las muestras
fueron analizadas en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia en
Bogota. Se siguié el la técnica directa de epifluorescencia con el protocolo
estandarizado y utilizado de rutina en el laboratorio (Canosa, 2001). Se empled
como fluorocromo la naranja de acridina (AO) a una concentracion final de 100
ug ml™. El tiempo de exposicion de la muestra con el fluorocromo fue de 5
minutos. Se filtr6 un volumen de muestra tefida utilizando un equipo de
filtracion y bomba de vacio, la presion maxima de filtracion fue de 100 mm de
Hg. Se usaron filtros GTTP Nucleopore negros de policarbonato de 0,2 ym de
diametro de poro. Para el montaje del filtro con la muestra se utilizé aceite de
baja fluorescencia, las laminas debidamente marcadas se almacenaron
congeladas (-20 °C) hasta el momento del analisis. Las laminas se observaron
en un Microscopio de epifluorescencia Olympus B Max 60 con un filtro de
excitacidon en la banda del azul (BP 450-480), filtro barrera (BA515) y un espejo
dicroico (DM500). Algunos recuentos se obtuvieron de manera directa en tanto

que otros se lograron con el sistema de analisis de imagen.

Andlisis de imagen. La ventaja de los filtros preparados como se mencioné es

que permiten ademas del conteo (numero de bacterias) obtener informacion de
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caracteristicas morfométricas mediante un sistema de analisis de imagen. Para
ello se adapt6é al microscopio de epifluorescencia una camara monocromatica
CCD de Cohu, Inc., que se conectd a un equipo de analisis de imagen
conformado por computadora (Leica Imaging Systems), Monitor (Leica) y el

programa Leica QWIN en ambiente Microsoft Windows 95.

A partir de los filtros se obtuvieron imagenes de varios campos tomados al azar
recorriendo el mayor area posible y evitando los extremos. Cuando aparecieron
particulas opacas, grumos o zonas muy brillantes, se descartaron los campos
puesto que las bacterias en estas circunstancias no se pueden medir y contar
correctamente. Se registraron soélo aquellas particulas con caracteristicas
claramente bacterianas teniendo en cuenta tamano, forma, agrupacion y color

(naranja, rojizo y verde brillante).

Para obtener la informacion de largo, ancho, redondez, elongacion y el
biovolumen, se utiliz6 un QUIPS (Quantitative Interactive Programing System)
en otras palabras una rutina de trabajo disefiada durante el desarrollo del
proyecto (Anexo B). Para la determinacién de biovolumen se midieron alrededor
de 200 células por filtro. El programa utilizado no contemplaba una férmula
para el biovolumen bacteriano por lo que se utilizé la propuesta por Lee (1993)

que asume que las células bacterianas son cilindros con extremos redondeados:

V = 17 ((3L-W)/3)(W/2)?
Donde, (V) volumen; (L) longitud; (W) ancho.

Para calcular la biomasa bacteriana se utiliz6 el nUmero de células mI'1, el
biovolumen de cada célula, y un factor de conversion que corresponde al
modelo alométrico recomendado por Posch et al. (2001) denominado A1 en la

tabla 2, adicionalmente se aplicaron otros modelos (tabla 2) y se compararon
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los resultados obtenidos con el fin de ratificar la confiabilidad del factor en el

que se basoé la discusion.

Tabla 2. Factores de conversioén utilizados para el calculo de la
biomasa bacteriana en muestras de agua de la Bahia de Gaira.
Se utilizé A1 para la determinacion de biomasa en este estudio.

Factor Referencia
Al 120 x v Norland, 1993
A2 218 x v°8¢
V1 28fgC pm'3 Loferer- Krossbacher et al., 1998
V2 725 fg C ym™
A3 89,9 x v** Simon & Azam, 1989
C1 20fgC cel” Lee & Fuhrman, 1987

A: modelos alométricos; V: Modelos de proporcién constante; C:
Modelos de biomasa constante; v: biovolumen

Limitaciones del andlisis de imagen. La variaciéon en las determinaciones de
abundancia, biomasa y forma causada por el uso de diferentes metodologias es
un tema que ha sido abordado por varios autores (Fukuda et al., 1998; Loferer-
Krossbacher et al., 1998; Zubkov et al., 1999; Posch et al., 2001; La Ferla et al.,
2004; Vrede et al., 2002). La estimacion de la biomasa mediante la técnica de
analisis de imagen depende de la obtencién de datos de biovolumen y del factor
de conversion utilizado en el calculo (Ducklow, 2000; Blackburn et al., 1998;
Sieracki et al., 1985). A pesar de sus limitaciones, esta estimacién es un
recurso utilizado de rutina en muchos laboratorios ya que las mediciones

realizadas aplicando una técnica estandarizada estan sometidas al mismo error,
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que en este caso se introduce al estimar el biovolumen a partir de medidas

lineales de largo y ancho celular (Lee, 1993).

En el proceso de determinar la biomasa bacteriana ademas, es necesario
elegir una constante de conversion adecuada. Hay varios factores calculados
empiricamente mediante el uso de métodos que difieren tanto en las
comunidades evaluadas como en sus condiciones de crecimiento, lo cual
implica que no es correcto utilizar un unico factor en todas las situaciones
(Posch et al. 2001). La estimacion directa de la biomasa celular podria ser una
opcion, sin embargo los métodos empleados presentan condiciones igualmente
variables en las determinaciones y son ademas costosos. Consecuentemente,
la solucion mas razonable es buscar un factor apropiado para el método de
medicion utilizado. Posch et al. (2001) proponen que para recuentos por
epifluorescencia con analisis de imagenes, el criterio de seleccion debe ser el
fluorocromo. En sintesis, al usar un procedimiento estandarizado, como el
utilizado en este trabajo, los datos obtenidos son lo suficientemente confiables

como para basar el analisis de las variables estudiadas en ellos.

Indicadores morfométricos. Ademas de la informacién referente a la densidad,
biovolumen y biomasa del bacterioplancton, se pretendié obtener evidencia de
la diversidad morfolégica. Para ello se utilizaron los datos de redondez y de

biovolumen como lo proponen Psenner & Sommaruga (1992).

Fase de gabinete

Con los datos de densidad, biovolumen y biomasa bacteriana se construyeron
matrices, graficas y tablas en el programa Microsoft Excel. Los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete estadistico STATGRAPHICS Plus 5.1.

Se utilizaron pruebas no paramétricas asi: Mann-Whitney para comparar entre
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periodos climaticos por estacion y profundidad, Kruskal-Wallis para comparar
entre estaciones y Wilcoxon para comparar entre profundidades dentro de cada

periodo climatico.
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RESULTADOS

Temperatura y coeficiente de extincion de la luz

Los valores de temperatura y el coeficiente de extincion de la luz cambiaron de
acuerdo con las épocas climaticas. La temperatura oscildé entre 25 °C y 28 °C,
con aguas mas calidas en la época lluviosa con respecto a la seca. Se presento
una leve estratificacion térmica durante el periodo de lluvias, mientras que en la
época seca (diciembre-abril) se observé una columna de agua relativamente
homogénea (figura 4). La temperatura mas alta registrada en este trabajo se

encontrd en la desembocadura del rio Gaira.

Epoca Seca Epoca Lluviosa
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
22,5 24,5 26,5 28,5 22,5 24,5 26,5 28,5
_ Sur . | Sur
E 05 | Rio E o5 | Rio
Norte | Norte
g g
E Sur g |Sur
o
r 42 F 4
Norte | Norte
42 0,5 42 0,5
Sur 25,3 25,0 Sur 26,3 27,3
Rio 26,0 Rio 28,0
Norte 24,8 25,0 Norte 26,7 28,0

Figura 4. Variacion vertical y horizontal de la temperatura discriminada en épocas climaticas.
Sur: Punta Gloria; Rio: rio Gaira; Norte: Punta Gaira.

El coeficiente de extincidn de luz (k) presentd valores que oscilaron entre 0,16
m” y 0,48 m™ dependiendo de la época climatica. La estacion norte, presentd

los valores mas bajos, que se traducen en una zona eufética mas amplia. Se
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observé una mayor variacion temporal de la estacion norte con respecto a la sur
(tabla 3).

Tabla 3. Valores promedio del coeficiente de extincion de
la luz para las estaciones sur y norte durante el periodo de

muestreo.
Seca Lluviosa

0,28 0,48 K (m™)
S . .
ur 5 3 Disco Secchi

(m)

0,16 0,29 K (m™)

Norte 9 5 Disco Secchi

(m)

El perfil vertical de extincidon de la luz para cada época climatica mostré que la
profundidad maxima de la zona eufética, a la cual llega el 1% de la radiacién
solar en superficie, obtenida al promediar los valores para las estaciones norte y

sur fue de 21 m para la época seca, y de 12 m para el periodo lluvioso (figura 5).

Intensidad de luz (%)
0 15 30 45 60 75 90
0 L L L L L L

10

Epoca Lluviosa

15

20 +
Epoca Seca

25

Profundidad (m)

30

[
]
[
[
1
[
40j

45

Figura 5. Perfil de extincion de luz en la columna
de agua, discriminando entre periodos climaticos
durante el periodo de muestreo. Se indica la
profundidad de la capa fética.
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Densidad bacteriana

Los recuentos de las células procariotas en la Bahia de Gaira variaron entre
6,7x10* cél. mI™" y 2,9 x10° cél.mI™". Los valores mas altos se observaron en la
superficie, con un amplio rango de variacion durante la época de lluvias. En
general, las densidades fueron mayores en la época lluviosa con respecto a la
seca (tabla 4). La diferencia entre épocas climaticas fue significativa para todas

las estaciones (Mann-Whitney; p<0,05).

Tabla 4. Densidad promedio, minima y maxima de bacterias en la
Bahia de Gaira discriminando épocas climaticas y profundidades.
Incluye el rango de variacion de los datos en cada caso.

Epoca Seca Epoca Lluviosa
Profundidad Células mi" x 10*  Células mI"* x 10*
0,5m Promedio 17,9 91,0
Min-Max 6,7- 38,6 12,9 - 286,9
42 m Promedio 14,8 26,7
Min-Max 8,8-28,0 13,1- 91,5

En la figura 6 se muestra la variacion vertical y horizontal en la densidad
bacteriana para cada periodo climatico. Los datos registrados en la época seca
fueron muy similares en estas dos escalas, no obstante, la estacion norte
presentd menos bacterias con respecto a las otras dos estaciones (Kruskal-
Wallis; p<0,05). Las diferencias entre profundidades no fueron significativas
(Wilcoxon; p>0,05).

Por otra parte, en la época de lluvias se observdé un cambio importante en la
densidad bacteriana entre la superficie y el fondo (Wilcoxon; p<0,05); esta
disparidad fue de casi 4 veces mas células en la primera con respecto a la
segunda. Horizontalmente, se observd una menor cantidad de bacterias en la

desembocadura del rio Gaira en comparacién con las estaciones mas alejadas
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de la costa; sin embargo las diferencias no fueron significativas (Kruskal-Wallis;
p>0,05). Se observé un aumento en la variacion de los valores de densidad
bacteriana en esta época climatica con respecto al periodo seco,

particularmente en la zona superficial (figura 6).

Epoca Seca Epoca Lluviosa
células mlt x 10* células ml™ x 10*
40 90 140 190 40 90 140 190
— ur — I—'—SHF—|
E05 io E 05 TRi |
9 orte ko } Nerte |
o S
2 R
3 DSur 3 H—Sur
g 42 E 42
E—Nor’(e H-None

Figura 6. Variacion vertical y horizontal de la densidad bacteriana de acuerdo a los periodos

climaticos. Las barras de error representan la desviacién estandar y corresponden a la
variacion entre meses.

Sur: Punta Gloria; Rio: desembocadura rio Gaira; Norte: Punta Gaira.

Biovolumen bacteriano

Tabla 5. Valores promedio de biovolumen bacteriano en la Bahia de Gaira
discriminando entre épocas climaticas y profundidades.

Epoca Seca Epoca Lluviosa
Profundidad um?. cel” um®. cel
0,5m Promedio 0,015 0,026
Min-Max 0,002-0,418 0,001 - 48,659
42 m Promedio 0,037 0,034
Min-Max 0,002 - 1,622 0,001 -4,102

El biovolumen promedio oscilé entre 0,015 pm® y 0,04 pm? (tabla 5), sin
embargo se registraron morfologias filamentosas que alcanzaron los 48,6 um?.

La variacion temporal encontrada con los recuentos solamente se evidencio, en
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el caso del biovolumen, en las muestras tomadas en la superficie, en donde se
presentaron las células mas grandes para la época lluviosa sin embargo esas
diferencias no fueron significativas (Mann-Whitney; p>0,05).

El valor promedio de biovolumen permanecio constante a los 42 m. Las células
presentes a mayor profundidad fueron siempre mas grandes comparadas con
las de la superficie, estas diferencias no fueron significativas (Mann-Whitney;
p>0,05). También la variacion en el biovolumen fue mayor en la época lluviosa
con respecto a la seca, pero en la estacion sur, en el periodo de lluvias, el
tamano fue constante independiente a la profundidad, mientras que en la norte
se presentaron células mas grandes a 42 m (figura 7). Las diferencias entre

estaciones no fueron significativas (Kruskal-Wallis; p>0,05).

Epoca Seca Epoca Lluviosa
pum3célula™ pum3célula™
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12 0 0,02 0,04 0,06 008 0,1 0,12
. Sur s
£ 0,5 io S 0,5 f
8 3
o o
i 1 = 1
E 5 =
o 42 o 42
SR e [ - -
I Nert |

Figura 7. Variacion vertical y horizontal de biovolumen bacteriano (um®. cél™) encontrado en
la Bahia de Gaira discriminado por época climatica.
Sur: Punta Gloria; Rio: desembocadura rio Gaira; Norte: Punta Gaira.

Biomasa bacteriana

Al utilizar distintos factores de conversiéon asumiendo diferentes relaciones entre
la cantidad de carbono y el biovolumen o la densidad bacteriana se obtuvo un

espectro de variacion en los promedios que se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Diferentes valores de biomasa bacteriana (ug C. I'1) obtenidos con factores de
conversion propuestos por varios autores.

Factor Promedio  Min Max Referencia
A1: 120 x V72 7,29 0,88 32,07 Norland, 1993
A2: 218 x 8¢ 8,18 0,84 36,72
V1: 128 fg C um™ 2,99 0,26 13,59 Loferer-Krossbacher et al., 1998
V2: 725 fg C um™ 16,93 1,47 76,97
A3: 89,9 x v 1,20 36,88 Simon & Azam, 1989
C1:20fg C cel 16,75 1,35 57,38 Lee & Fuhrman, 1987

A1l: Usado en este trabajo; A: factor alométrico; V: factor de proporcion constante; C: factor

de biomasa constante.

Los valores obtenidos con los factores que asumen una relacién alométrica

entre volumen y biomasa (A1, A2 y A3) permanecieron dentro de los limites de

aceptacion definidos al promediar los datos obtenidos con todos los factores

(figura 8).

Biomasa (ug C /1)
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Al

V2

Figura 8. Valor de biomasa bacteriana (linea central) obtenido al promediar los
datos resultantes de aplicar los diferentes modelos. Las lineas rojas sefalan los

limites de confianza

Los valores mas extremos resultaron al aplicar el modelo que asume un

contenido constante de carbono por célula (C1) y al aplicar una constante

conservativa que asume un contenido constante de carbono por unidad de
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volumen (V1), con C1 se obtuvieron los valores mas altos de biomasa y con V1

los mas bajos.

En este trabajo se usaron para la discusion los datos obtenidos con el modelo
alométrico propuesto por Norland (1993) y Posch et al. (2001). Los datos
registrados mostraron que la cantidad de carbono bacteriano aumentd de la
época seca a la lluviosa, de 0,9 pg C I'" a 32,1 ug C I' (Mann-Whitney; p<0,05).
El valor promedio mas alto en la época seca se presentd a 42 m de profundidad,
mientras que en la lluviosa los mayores valores de biomasa se registraron en la
superficie (tabla 7). Las diferencias entre profundidades en las dos épocas
fueron significativas (Mann-Whitney; p<0,05).

Tabla 7. Valores promedio de biomasa bacteriana total discriminando entre épocas
climaticas y profundidades incluyendo el rango de variacion en cada caso.

Epoca Seca Epoca Lluviosa
Profundidad ugC I’ pugC I’
0,5m Promedio 1,4 12,7
Min-Max 0,9-1,7 2,3-32,1
42 m Promedio 3.1 4,5
Min-Max 0,2-31 1,7-8,8

Aunque no hubo diferencias significativas entre los valores promedio de
biomasa en los tres sitios de muestreo, se observd una mayor variacion en la
época lluviosa con respecto a la seca. La estacion frente al rio Gaira presento

los mayores valores de biomasa (figura 9).
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Figura 9. Variacion vertical y horizontal de biomasa como cantidad de carbono por litro (ug C.
I'1) discriminando entre periodos climaticos.

Sur: Punta Gloria; Rio: desembocadura rio Gaira; Norte: Punta Gaira.

El aumento en el contenido de carbono celular que se registré en la época
lluviosa con respecto a la seca no fue significativo (Kruskal-Wallis; p>0,05). Sin
embargo, el contenido de carbono por célula mostr6 una mayor variacion en la

época lluviosa con respecto a la seca, particularmente a 42 m (figura 10).

Epoca Seca Epoca Lluviosa
fg C célula? fg C célula™
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Figura 10. Variacion vertical y horizontal de la cantidad de carbono por célula (fg C.célula'1)
discriminado por épocas climaticas.

Sur: Punta Gloria; Rio: desembocadura rio Gaira; Norte: Punta Gaira.
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Morfometria celular

Durante la época seca, el 40% de las bacterias medidas estuvieron entre 0,001
y 0,01 um® y aproximadamente el 75% de las células tuvieron menos de 0,05
um® (figura 11). Aunque fueron registradas células de hasta 48,7 pm3,
unicamente el 5% fue mayor a 0,25 um?>. En la época de lluvias, la frecuencia
de células con menos de 0,05 pm® fue similar (68%) y las mas pequefas
(0,001-0,01 ym®) representaron alrededor del 30% (figura 11). En esta época
las células de mas de 0,25 um?® fueron mas importantes alcanzando valores
hasta del 10%.

40%

35% A
30% A
25% A

20% \.

15%

10% -

5% 4 | S=s |

0% T T T T T T T T T T T T T T .:—ﬁ.‘—;.‘?-;-ﬁ- -

0,021-0,031
0,041-0,051
0,061-0,071
0,081-0,091
0,121-0,131
0,141-0,151
0,161-0,171
0,181-0,191
0,221-0,231

0,001-0,011
0,101-0,111
0,201-0,211
0,241-0,251

Biovolumen (um?®célula™)

Seca —=— Lluviosa ‘

Figura 11. Frecuencia de tamafios bacterianos (um°) registrados durante los muestreos de
época seca y de lluvias.
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La redondez permanecié practicamente invariable comparando los dos periodos
climaticos. Aproximadamente el 60% de las células tuvieron una redondez de
menos de 1,5 lo cual permite considerar que la mayoria fueron esféricas segun
Psenner & Sommaruga (1992), independientemente al periodo climatico, la

estacion o la profundidad (figura 12).
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Figura 12. Frecuencia de intervalos de redondez registrados durante la época lluviosa (valores
entre 1y 1,5 son diagndsticos de células esféricas)

Aunque la mayoria de las células medidas para este trabajo mostraron forma y
tamarno similares en las dos épocas del afo, se observd una pequefia variacion
en la estructura morfolégica del bacterioplancton cuando se graficaron los
valores de redondez contra los de biovolumen celular. En la figura 13 se

aprecia una tendencia al aumento de tamafio y elongacion de las células, en la
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dispersion de los puntos hacia la derecha y arriba. Lo anterior sugiere un

aumento en la diversidad morfolégica durante la época lluviosa.
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Figura 13. Graficos de dispersidon (escala logaritmica) de los valores de redondez y
biovolumen celular en la época seca y en la época lluviosa.

35



DISCUSION

Los datos de densidad bacteriana obtenidos en este trabajo, son similares a los
reportados para otros sistemas marinos, incluso a los de zonas templadas para
los cuales se cuenta con mayor informacién. Los valores encontrados en la
Bahia de Gaira estan dentro de los rangos reportados para diferentes
ambientes que van desde completamente oligotroficos, como el Mar de los
Sargasos (Ducklow, 1999), hasta hipereutroficos como la Ciénaga Grande de
Santa Marta (Gocke et al., 2004).
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Figura 14. Rango de variacién de las densidades bacterianas promedio reportados en la
literatura. Las dos lineas horizontales representan los valores maximo y minimo encontrados
en el presente estudio. Los sistemas con los que se compara van de oligotréficos (izquierda)
hasta hipereutréfico (derecha) (Sanders et al., 1992; Shia & Ducklow, 1994; Gocke et al., 2004).
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Se puede afirmar entonces que la Bahia de Gaira presenta valores tipicos de
densidad bacteriana para zonas costeras; mas altos que los de sistemas
oceanicos oligotroficos y mas bajos que los de estuarios muy productivos (figura
14). De acuerdo con los datos de densidad, es probable que las condiciones
predominantes en la Bahia de Gaira correspondan a las de un sistema
mesotrofico. Sin embargo, el analisis del contenido de carbono celular mostro
que el promedio total estuvo entre los valores mas bajos reportados para
diferentes sistemas alrededor del mundo (tabla 8). Lo anterior implicaria la
existencia de una limitaciéon fuerte para la biosintesis de la biomasa procariota
en el ambiente estudiado, ya que bajas concentraciones de carbono celular

sugieren ambientes con tendencia a la oligotrofia (figura 15).
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Figura 15. Representacion del rango de variacion promedio de contenido de carbono por célula

registrado en este estudio (lineas continuas) comparado con los rangos reportados en la
literatura (lineas punteadas).
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La comparacion de los valores de biomasa promedio, obtenidos con algunos de
los diferentes factores propuestos en la literatura, permite asegurar que el
modelo alométrico utilizado en este trabajo arroja valores confiables. Sin
embargo no es correcto utilizar un unico factor en todas las situaciones, al elegir
uno en particular hay que tener en cuenta las condiciones en las cuales se
calculd. En el caso de de este trabajo, para el recuento por epifluorescencia y

analisis de imagen, el criterio de seleccion fue el fluorocromo.

El periodo climatico implica la alternancia en la concentracion y las fuentes de
nutrientes resultantes de la escorrentia en la época lluviosa o a la surgencia en
la época seca, tal variacion fue evidenciada por los valores registrados de
coeficiente de extincion de la luz. La variacion temporal de la densidad de
células obtenida sugiere un efecto importante de este ciclo climatico sobre la

dinamica de esta comunidad en la zona.

Tabla 8. Valores de biomasa reportados para diferentes sistemas indicando promedio,
maximo (max) y minimo (min).

fgC. célula™
Sistema Metodologia
Promedio Min Max

Raunefjorden R-X 9-19 - -
Bahia Otsuchi CHN, CP 17,3 -53,3 - -
Golfo de Méjico CHN, MEF 150 - -
Bahia Otsuchi HTCO, MEF 15,7 -33,1 - -
Bahia de Tokio HTCO, MEF 479 - -

MEF
Mar Mediterraneo 19,19 14 2408

LPS 23,24 6,4 63
Bahia Gaira, Colombia MEF 8.7 0.8 1967

R-X: microanalisis con rayos X; CHN: analisis del contenido de nitrégeno y carbono;
CP: recuento de particulas; MEF: microscopia de epifluorescencia; HTCO: oxidacion
catalitica a alta temperatura; LPS: determinacion de lipopolisacaridos.

Datos de: Fukuda et al., 1998; La Ferla et al., 2004.
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Un modelador clave del ecosistema es el clima, en el caso de la Bahia de Gaira
la variacion hidro-climatica es especialmente importante ya que podria conducir
al cambio en las condiciones fisicas y en los aportes de nutrientes. La cantidad
y la proporcion de los nutrientes disponibles en el ambiente y la capacidad de
las células para asimilarlos generan cambios en la produccién bacteriana
(Church et al. 2000; La Ferla et al., 2004; Koch, 1996; Psenner, 1993). Esto es
particularmente cierto para los sistemas costeros que reciben periddicamente
aportes de rios que han lavado una cuenca considerable y por lo tanto tienen
altas cargas de materiales en suspension. El aumento de la abundancia y la
biomasa bacteriana y el incremento en la turbidez del agua, detectada como un
cambio en el coeficiente de extincion de la luz durante los meses de lluvia,
sugieren que este podria ser el caso de la Bahia de Gaira. Un comportamiento
similar fue reportado por Gocke et al. (2004) para la Ciénaga Grande de Santa

Marta y Jochem (2001) para el Golfo de Méjico.

Es ampliamente aceptado que la comunidad bacteriana heterotréfica depende
de la disponibilidad de sustratos organicos a tal punto que se convierten en un
factor limitante llegando a ser uno de los mecanismos de control mas
importantes de la produccion bacteriana (Shiah & Ducklow, 1994; Bratbak et al.,
1998; Thingstad, 2000; Psenner & Sommaruga, 1992; Cole et al., 1982; Jochem,
2001; Eiler et al., 2003; Simek et al., 1997). Durante la época en la que se
realizd este trabajo, se registré un aumento en la cantidad de clorofila a que
coincidié con la llegada de las lluvias (Franco, 2005). Entonces, es razonable
pensar que el incremento en la produccidon del fitoplancton y el aporte
continental tanto de sustratos organicos como inorganicos, durante el periodo
lluvioso, conducirian a un incremento en la densidad de células y biomasa

bacteriana.
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El aumento coherente de la clorofila a y la densidad de células y biomasa total
sugieren que existe un acople entre fitoplancton y bacterioplancton durante el
periodo de lluvia en la Bahia de Gaira. Este acople podria ocurrir como
consecuencia de la entrada de nutrientes inorganicos provenientes del rio Gaira
y la Ciénaga Grande de Santa Marta que favoreceria el desarrollo de la
comunidad plancténica. Si este es el caso, se esperaria que en este sistema las
células bacterianas asimilaran rapidamente los sustratos organicos disponibles,
evitando asi que los exudados de los productores primarios se pierdan. De esta
forma se favoreceria el reciclaje de materia en la columna de agua, a través del
bucle microbiano, manteniéndola disponible para niveles tréficos superiores. Si
este acople se diera, se presentaria dentro de la zona fética, que durante el
muestreo, en la época lluviosa abarcé el 25 % y en la seca el 50% de la
columna de agua. Las células procariotas presentes por debajo de la
profundidad definida por la zona fética, dependerian entonces de la produccién
proveniente de la superficie. No se encontrd evidencia suficiente para explicar
por qué las células del fondo fueron en promedio mas grandes durante todo el
periodo de muestreo, el mayor tamafo podria indicar una respuesta de las

bacterias a alguna variable no medida en es estudio.

Se ha documentado que los cambios en los aportes de nutrientes afectan
también la estructura de tamafios de la comunidad bacteriana. Cuando los
procariotas crecen en ambientes ricos, sin limitacion por sustratos organicos,
aparecen células grandes. Por otra parte, cuando las células estan limitadas por
carbono se presentan tamafos mas pequefos y cuando es por nutrientes
inorganicos aparecen ademas formas elongadas (Fukuda et al., 1998; Morita,
1993; Vrede et al. 2002). Lo expresado, apoyaria el hecho de que la

dominancia de células bacterianas pequenas en la bahia de Gaira es
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consecuencia de una limitacion por sustratos organicos, confirmada por el

predominio de células esféricas durante todo el periodo de muestreo.

Aunque los datos obtenidos apoyan la idea de que los nutrientes tienen un
efecto importante sobre la abundancia, biomasa y tamafio de las células del
bacterioplancton en la bahia de Gaira, es necesario mencionar que la predacion
también puede ser un mecanismo de control clave en la distribucion de tamafos
y biomasa de la comunidad bacteriana. Cuando el control por predacion es mas
importante que la disponibilidad del sustrato, las bacterias lo compensan
haciéndose mas activas, pequefias y numerosas (Psenner & Sommaruga, 1992)
lo anterior coincide con algunos de los resultados encontrados, especialmente
en lo referente con la distribucién de tamafos. Sin embargo, el control por
disponibilidad de sustratos y por predaciéon, actian en forma conjunta
modelando la estructura de tamanos de la comunidad bacteriana lo que hace
dificil concluir satisfactoriamente sin tener estimados directos de estas variables.
En consecuencia para evaluar si la comunidad procariota esta siendo
controlada por predadores protistas se debe plantear un disefio experimental
que permita ver su efecto sobre la produccion bacteriana, teniendo en cuenta
no solamente tamafo y forma, sino también otras propiedades de los
procariotas plancténicos que los hacen mas o menos apetecidos por los
predadores (Matz, & Jurgens, 2001; Pernthaler et al., 1997; Simek et al., 1997).

Los datos de biovolumen obtenidos podrian indicar cual seria el mecanismo de
control de la comunidad bacteriana en la Bahia de Gaira. Se sabe que el
proceso de predacién transforma la estructura de tamafos de la comunidad al
ser consumidas las tallas objetivo de los predadores, mientras que las células
pequenas y las formas filamentosas de mas de 3 ym de largo escapan a los
predadores (Hahn & Hofle, 1999; Jurgens et al., 1999; Wu et al., 2004; Simek et

al., 2001). La mayoria de las bacterias medidas en este trabajo fueron menores
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a 0,25 ym de largo tanto en la época seca como la lluviosa. Lo anterior sugiere
que las bacterias deben mantener una relacion superficie:volumen grande para
competir en un medio pobre en sustancias nutritivas, lo que refuerza la

importancia de la limitacidn por sustratos en la Bahia.

Los estudios que intentan explicar el efecto de muchas variables sobre el
bacterioplancton muestran que la comunidad es afectada no solo por la
predacién sino por la lisis viral (Malits et al., 2004). Los cambios en densidad y
tamafno pueden verse o no reflejados en la variacion de la biomasa,
dependiendo de si se logra establecer un balance entre la produccion
bacteriana y las tasas de predacion vy lisis viral; en cualquier caso, ademas de
afectar las variables evaluadas, la interaccion entre la disponibilidad de
sustratos, la lisis viral y la bacteriovoria pueden finalmente tener un efecto sobre
la composicion taxondmica de la comunidad bacteriana (Psenner & Sommaruga,
1992; Makino & Cotner, 2004).

Gracias a tal interaccion con los demas componentes de las redes tréficas
microbianas las bacterias pueden ser consumidores activos de nutrientes
inorganicos, contenedores temporales de los mismos o sus liberadores pasivos.
El primer caso se presenta en los ambientes oligotroficos, donde gracias a su
mayor relacién superficie:volumen pueden competir activamente con el
fitoplancton por los escasos nutrientes. Aunque, dependen del carbono liberado
por las algas a tal punto que un tercio de la produccion microbiana puede ser
nutrida por el fruto de la fotosintesis, cuando se dan estas condiciones la
productividad bacteriana puede superar notablemente la del fitoplancton
(Rothhaupt, 1992; Thingstad, 2000; Cole et al., 1982). En el segundo caso, que
ocurre cuando las bacterias no dependen de la disponibilidad de sustratos
organicos pero hay limitacion por nutrientes inorganicos, las células del

bacterioplancton se vuelven mas nutritivas que las del fitoplancton porque
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acumulan mayor cantidad de fésforo y otros nutrientes limitantes. Lo anterior
genera comunidades procariotas con proporciones C:P menores que las del
nanozooplancton lo que hace que cuando los predadores las consuman se
libere el exceso de fosforo de la biomasa bacteriana, favoreciendo su propio
crecimiento y el de las comunidades autotréficas. Finalmente pueden fertilizar el
ambiente que las contiene al catabolizar especies organicas nitrogenadas como

los aminoacidos liberando el exceso de nitrégeno al medio (Rothhaupt, 1982).

Consecuentemente, la cantidad de carbono bacteriano en el ambiente da una
idea de la importancia del bacterioplancton con respecto a otros componentes
de las redes tréficas microbianas (Fukuda et al., 1998; Lee, 1993; Valencia et al.,
2003). La tendencia de la biomasa bacterioplancténica a igualar e incluso
exceder la biomasa fitoplanctonica dependiendo de los factores de conversion
utilizados ya ha sido expuesta en la literatura (Kirchman, 2000). En el caso de la
Bahia de Gaira y teniendo en cuenta las propiedades bacterianas evaluadas y
los valores de clorofila a reportados en la literatura para la zona (Franco, 2005),
la cantidad de carbono bacteriano podria llegar a igualar la biomasa del
fitoplancton. La comunidad bacteriana parece entonces preparada para
aprovechar los periodicos pulsos productivos, con la potencialidad de llegar a

ser tan importante como el fitoplancton.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que los procariotas
planctonicos presentes en la Bahia de Gaira constituyen un stock de carbono
organico particulado que representa hasta 32 ug C I"" con densidades de hasta
10° células ml™" todo ello influenciado por la dinamica hidrolégica de la zona. De
acuerdo al pequefio tamafio que exhibieron la mayoria de los organismos del
bacterioplancton, menores de 0,05 pm?®, pareceria que esta comunidad cumple

en la Bahia un papel potenciador de la red trofica pelagica, puesto que al
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interactuar con los demas componentes del plancton, se constituirian como

agentes importantes para evitar la pérdida del COD.

La necesidad latente de informacion sobre la participacidon del bacterioplancton
en las redes tréficas marinas en Colombia es una invitacion para que los grupos
y las nuevas generaciones de investigadores dirijan sus esfuerzos y recursos al
estudio de esta problematica. El presente trabajo presenta entonces evidencia
suficiente de que la abundancia, biomasa y actividad de los procariotas
planctonicos presentes en la Bahia Gaira podrian soportar parte importante de

la productividad del sistema.
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CONCLUSIONES

Los valores de densidad de células y biomasa total se vieron afectados
por la dinamica hidro-climatica en la Bahia de Gaira. Las mayores
abundancias y densidades registradas en los meses de lluvia sugieren
que esto ocurre porque en esta época hay mayores aportes de nutrientes
a la bahia, a través de las descargas del rio y la Ciénaga Grande de
Santa Marta.

Los cambios en la diversidad morfoldgica, el predominio de células
bacterianas esféricas y de tamafios menores a 0.05 pm® encontradas en
la bahia apoyan la idea de que la comunidad bacteriana esta limitada por

la disponibilidad de nutrientes, principalmente organicos.

La comunidad procariota planctonica presente en la bahia se encuentra
limitada por nutrientes ya que los valores de densidad de células y
cantidad de carbono celular registrados, coinciden con los reportados en

la bibliografia para zonas mesotroficas y oligotroficas respectivamente.

Los altos valores de densidad y biomasa total registrados en la superficie
durante la época lluviosa y los mayores valores reportados en las
estaciones con mas influencia continental durante la época seca,
posiblemente se relacionaron con una mayor biomasa fitoplancténica. Lo
anterior sefiala que puede existir un acople entre el fitoplancton y el

bacterioplancton en la bahia.
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RECOMENDACIONES

La variacidon espacial y temporal de la densidad y la biomasa bacterianas
son consecuencia de los diferentes mecanismos de control que impactan
al bacterioplancton. Debe hacerse un esfuerzo por discernir cual es el
factor mas importante en la produccién de carbono organico particulado

en la forma de la comunidad bacteriana.

En este trabajo se proponen algunas interacciones entre la comunidad
bacteriana plancténica y los demas componentes de la red trofica
microbiana. Debe emprenderse la exploracion de tales interacciones vy
determinar la magnitud del flujo de materia y energia entre los
microorganismos plancténicos, con el fin de aumentar la resolucién de

las observaciones que se han hecho al sistema de la Bahia de Gaira.

La poca informacién microbioldgica disponible para los sistemas marinos
tropicales debe ser considerada una invitacion para que los grupos de
investigacion profundicen en este tema, pues la idea que se tiene sobre
el estado del bacterioplancton marino esta en gran medida basada en la

informacion proveniente de sistemas de latitudes altas.
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ANEXO A

FORMATO PARA EL REGISTRO DE DATOS EN CAMPO

# Salida / Fecha Estaciones
1(0.5m)|1(42 m)|2(0,5 m) |2(42 m)|3(0,5 m)
Hora
Prof. Secchi
Temperatura
Nubosidad

Direccion de la corriente

Procedencia del viento

Color del agua

observaciones

55



ANEXO B

ESTRUCTURA DEL QUIPS PARA ABUNDANCIA'Y BIOMASA

Inicio
(1)

Captura de la imagen « b Carga de la imagen archivada

(2) (3)

v

Edicion de la imagen en gris y conversion a imagen binaria
(4)

i

Edicion especial de la imagen en grig

(3)

v 4

Edicién de la imagen binaria
(6, 7)

v
Obtencion de datos

(8)
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(1) Es la primera parte del QUIPS. Se define el origen de la imagen a

trabajar.

(2) Despliega las opciones de captura. Da la posibilidad de ajustar el brillo

de la imagen.

(3) Permite abrir una imagen archivada.

(4) Consta de una serie de algoritmos que buscan incrementar el contraste

entre las bacterias y el fondo de la imagen.

a.

Para disminuir el ruido de fondo a la imagen original se le hace:
(Maxima; depth:218; operador: Octagon) — (WTopHat; cycles:2;
operador: Octagon)

Delinear las bacterias a partir de la imagen resultante de “a”
(Gradient; cycles: 1; operador: Octagon)

Eliminar el fondo y resaltar: ((Imagen original)-((Histo EQ; de la

imagen original) — (Imagen original)))*2

. Restaurar los bordes originales: (b+c)

Remover el ruido de fondo y suavizar a partir de “d”: (Open; cycles:
1; operador: Octagon), (Close; cycles: 1; operador: Octagon),
(Maxima; depth: 218; operador: Octagon)

Ensanchar la imagen de “e”: (AutoContrast)

. Expandir el contraste de las areas oscuras: a la imagen resultante

de “d” (WTopHat; cycles: 2; operador: Octagon), (Sq root)

- (f-9)

Imagen lista para convertir a binaria, imagen detectada sirve como

mascara. (h*2)

(5) Conduce a eliminar fondos muy brillantes que de otra forma deformarian

la forma de las células. Intenta rescatar los rasgos mas brillantes de la

imagen, las bacterias.

a.

A la imagen original. (Imagen original)-(Minima; depth: 255;

operador: Octagon)
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b. (Imagen “a”)-(Minima; depth: 255; operador: Octagon)

c. A la imagen resultante de “b”. (Delineate; cycles: 1; operador:
Octagon), (Open; cycles: 2; operador: Octagon), (AutoContrast),
(Close; cycles: 10; operador: Octagon)

d. Imagen lista para convertir a binaria, imagen detectada sirve como
mascara.

(6) Se detectan todas las formas bacterianas presentes en la imagen vy las
reduce a puntos, esta deteccion sirve como semilla. (Ult Erode; stepsize:
5; max cycles: 0; operador: Octagon), a coninuacién una secuencia de
Open y Close con: cycles: 1; edge erode on; operador: Octagon.

(7) En la segunda parte se eliminan los rasgos brillantes que no son
bacterias comparando la imagen binaria resultante del proceso anterior
con la imagen en gris original. A continuacion se realiza una
reconstruccion geodésica (GdsSkiz; operador: Octagon) a partir de la
semilla con respecto a la mascara.

(8) Se realiza la medicion de objetos con un area minima de 10 pixels (0.03
pmz), teniendo en cuenta 64 ferets. Se determinan: area, largo, ancho,
redondez, relacién largo-ancho. Suponiendo que las bacterias son
cilindros con extremos redondeados, se calcula el biovolumen y se graba

esta informacion.

58



ANEXO C

RESUMEN DE LOS DATOS REGISTRADOS

EpocaProfundidad Abundancia | Biovolumen Biomasa Redondez
Estacion (cel / ml) X 109 (um®/cel) (fg Clcel) (ug C/1)
Promedio 2,04 0,011 4,66 1,25 1,41
SecaSupSur Maximo 2,76 0,012 4,97 1,62 12,71
Minimo 0,79 0,010 4,36 0,88 1,05
Promedio 1,20
SecaFondoSur Maximo 1,27
Minimo 1,03
Promedio 2,09 0,018 6,70 1,46 1,37
SecaRio Maximo 2,88 0,021 7,43 1,70 10,66
Minimo 1,562 0,016 5,97 1,23 1,04
Promedio 1,25
SecaSupNorte Maximo 1,62
Minimo 0,77
Promedio 1,75 0,037 11,18 3,13 1,74
SecaFondoNorte Maximo 2,25 0,037 11,18 3,13 23,24
Minimo 1,06 0,037 11,18 3,13 1,04
Promedio 9,60 0,022 7,35 8,75 1,42
LluviasSupSur Maximo 14,17 0,048 13,46 19,34 57,74
Minimo 6,43 0,010 4,17 3,81 1,02
Promedio 2,64 0,020 6,95 2,37 1,41
LluviasFondoSur Maximo 3,03 0,028 9,14 2,48 21,48
Minimo 2,27 0,010 4,28 2,23 1,04
Promedio 6,93 0,025 8,15 17,96 1,60
LluviasRio Maximo 15,60 0,037 11,18 32,07 11,79
Minimo 1,49 0,013 5,11 3,85 1,04
Promedio 10,78 0,031 9,51 11,50 1,45
LluviasSupNorte Méaximo 16,17 0,055 14,74 23,95 54,00
Minimo 5,39 0,015 5,75 5,28 1,04
Promedio 2,70 0,049 12,62 6,61 1,38
LluviasFondoNorte Maximo 2,96 0,086 20,43 8,82 23,26
Minimo 2,33 0,012 4,82 4,41 1,06
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