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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio es conocer la tasa fotosintética de dos ciliados mixotroficos
bajo distintas condiciones ambientales (temperatura y luz), para a futuro poder estimar la
relevancia de la nutricion autotrofica para el balance energético de estos ciliados.

La hipotesis a probar es que la tasa fotosintética de ambas especies de Stentor presentan
un aumento que se relaciona significativamente con la intensidad luminica y la temperatura.

Durante Agosto del 2005 hasta Enero del 2006 se intentd obtener cultivos stock de ambas
especies de Stentor y asi determinar las condiciones dptimas para su cultivo en laboratorio. Desde
Marzo del 2006 a julio del 2006 se investigo la influencia de la luz y la temperatura sobre la
produccion primaria de Stentor araucanus y Stentor amethystinus.

Los cultivos stock de ambas especies de ciliados mostraron bajas densidades de
individuos (2—4 ind/ml), bajas tasas de crecimiento (0.018 - 0.037 p d*), un tiempo generacional
lento (3-8 dias) y una rapida disminucion de individuos, dejando en claro que el manejo de
Stentor bajo condiciones de laboratorio ain no es 6ptimo. Siendo Stentor araucanus la especie
mas susceptible a las variaciones en las condiciones de cultivo probadas.

Para la determinacién de la produccién primaria de Stentor se utilizé el método de **C
(Steeman Nielsen, 1952), se realizaron tres réplicas para cada tratamiento. La tasa fotosintética
promedio de S. araucanus y S. amethystinus fue de 2.43 + 2.0 y 1.10 + 1.0 ng C ciliado™ h™,
respectivamente. El contenido especifico de Chl a fue de 0.60 + 0.07 ng Chl a ind™ para S.
araucanus y de 0.66 + 0.05 ng Chl a ind™® para S. amethystinus, llevando a nimeros de
asimilacion de 4.07 + 3.46 y de 1.68 + 1.51 [ng C (ng Chl a™) h™]. La produccién primaria de

ambas especies de Stentor aumentd con el consecuente aumento en la temperatura de incubacién;



asi como también las curvas de respuesta a la luz indicaron que se alcanzaron altas tasas
fotosintéticas con altas intensidades de luz. Estos resultados obtenidos bajo condiciones
controladas en el laboratorio, se reflejan en la distribucion vertical de estas especies en la

columna de agua descrita por algunos autores que sustentan estos datos.



2. ABSTRACT

The objective of this study is to know the rate photosynthetic of two mixotrophic ciliate
under different environmental conditions (temperature and light), to estimate the relevance of
autotrophic nutrition for the energetic balance of these ciliated.

The hypothesis to try is that rates photosynthetic of both Stentor species present an
increase that relates significantly with the photon fluxes and temperature.

During August 2005 to January 2006 it was tried to culture both Stentor species in order
to determine the optimal culture conditions in the laboratory. The influence of light and
temperature on primary production of Stentor araucanus and Stentor amethystinus was analyzed
from March to July 2006.

Both species showed under culture conditions low densities (2-4 ind/ml), low growth
rates (0.018 - 0.037 p d™), a slow doubling time (3-8 days) and rapid decrease of population size.
Therefore, the handling conditions in the laboratory for Stentor were not yet optimal. Stentor
araucanus was very susceptible to varying cultivation conditions.

The method of *C was utilized for the determination of Stentor primary production
(Steeman Nielsen, 1952 ), three replies for each treatment came true. The average photosynthetic
rates of S. araucanus y S. amethystinus was 2.43 + 2.0 and 1.10 + 1.0 ng C ciliate® h™,
respectively. Individual Chl a content was 0.60 + 0.07 ng Chl a ind™ for S. araucanus and 0.66 +
0.05 ng Chl a ind™ for S. amethystinus, resulting in assimilation numbers of 4.07 + 3.46 and 1.68
+ 1.51 [ng C (ng Chl a™*) h™']. The primary production of both Stentor species increased with the
temperature. Also, the light response curves indicated that the ciliate achieved its highes

photosynthetic rates at high photon fluxes. These results, which were obtained under controlled



laboratory conditions, are consistent with the vertical distribution patterns of Stentor in the water

column as described by some authors.



3. INTRODUCCION

Los ciliados cumplen un rol importante en el flujo de energia, a través de los ecosistemas
peldgicos, ya que son consumidores de bacterias, pico y nanoplancton autotrofico, diatomeas,
dinoflagelados y protistas heterotréficos, y ellos son depredados por consumidores tales como
zooplancton y peces planctivoros (Pierce & Turner, 1992). Algunas especies de ciliados estan
capacitadas para llevar a cabo la funcion fotosintética y a la vez nutrirse de otros organismos, por
lo que presentan ventaja comparativa, puediendo combinar los dos tipos de alimentacion y

sobrevivir en circunstancias adversas, este tipo de nutricién es denominada mixotrofia.

3.1. MIXOTROFIA.

La mixotrofia puede ser definida como un tipo de “nutricion mixta”, la cual combina
modos de nutricion autotrofica y heterotrofica (Jones, 1994). Esta puede ser vista como una
estrategia adaptativa, que provee una alta flexibilidad en el medio ambiente planctonico (Jones,
1994) y puede mejorar el acceso a nutrientes escasos (Nygaard & Tobiesen, 1993) confiriéndole
una importancia ecoldgica. Muchos organismos planctonicos han desarrollado diferentes
estrategias de modos de nutricion mixotrofica (Jones, 2000). Una de ellas la tienen los ciliados
mixotréficos que son capaces de obtener energia y/ o nutrientes de modo heterotréfico, por medio
de la ingestion y posterior digestion de particulas atrapadas dentro de vacuolas alimenticias y
utilizacion de compuestos derivados organicos; asi como también del modo autotréfico, a traves
de la utilizacién de la energia luminica y nutrientes organicos. De esta manera los ciliados

mixotréficos pueden sobrevivir en sistemas pobres en nutrientes y ser importantes en sistemas
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acuaticos desde el tropico hasta las zonas polares como productores primarios y secundarios
(Stoecker, 1992, 1998).

La capacidad fotosintética puede ser adquirida por el secuestro de cloroplastos de la presa
ingerida (Tartar, 1961) como es el caso de algunos ciliados oligotrichos y algunos heliozoos o por
la posesion de células fotosintéticas mediante endosimbiosis (Reisser et al., 1985; Stoecker &
Silver, 1987; Perris et al., 1994) como algunas especies de ciliados del género Stentor (S.
polymorphus, S. pyriformis, S.araucanus, S. tartari y S. amethystinus) que aparentemente tienen
una asociacion estable con algas verdes simbiontes del género Chlorella, segun sus caracteristicas

fisioldgicas y ultraestructurales (Reisser, 1984; Foissner & Woelfl, 1994).

3.2. Descripcién de Stentor.

Stentor es un ciliado heterotricho que se caracteriza por la forma de los macronucleos, el
color de los granulos de pigmentos corticales que dan el color caracteristico a cada especie y por
la presencia o ausencia de algas simbiontes, su tamafio varia desde 100 pum a sobre 400 pum, su
forma es altamente variable debido a la contractibilidad del cuerpo, pueden ser sedentarios o de
vida libre (Foissner & Woelfl, 1994). Se alimenta de microalgas, bacterias, flagelados y de otros
ciliados. Se han realizado variados intentos de cultivo de estos ciliados heterotrichos bajo
diversas condiciones de laboratorio, donde se han obtenido bajas densidades, crecimiento lento y
una rapida disminucidn de individuos. Algunos datos de literatura existentes, son principalmente
para S. amethystinus. Laude (1995) realiz6 cultivos con variados tipos de alimento, obteniendo
buenos resultados con leche. Individuos sin alimento y con luz sobrevivieron aprox. un mes,
contrario a lo encontrado por Prosenz (1994) donde individuos sin alimento murieron dos dias

después de ser sometidos a estas condiciones. Esto indica que el manejo de Stentor bajo
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condiciones de laboratorio ain no es facil. Lo que podria explicarse por la alimentacion
mixotrofica que poseen algunas especies de Stentor, como por ejemplo Stentor araucanus y

Stentor amethystinus.

3.3. Distribucién Biogeografica de Stentor.

Ciliados mixotréficos, como Stentor y Ophrydium, en el hemisferio Sur, habitan los
niveles epilimnéticos superiores de lagos temperados ultra/ oligotréficos, que a menudo son
evitados por otros organismos planctonicos (Modenutti et al., 2005), pudiendo contribuir
substancialmente a la biomasa de ciliados y del zooplancton en sistemas eutroficos y
oligotréficos en diversas latitudes (Bienert et al., 1991; Laybourn-Parry et al., 1994, 1997).
Ademas, hay algunas evidencias que la biomasa de las algas endosimbiontes puede igualar o
incluso exceder la biomasa del fitoplancton en lagos tropicales, subtropicales y lagos temperados
(Hecky & Kling, 1981; Beavert et al., 1988; Bienert et al., 1991; Perris et al., 1994; Laybourn-
Parry et al., 1997; Queimalifios et al., 1999), pudiendo contribuir en una fraccién importante a la
concentracion total de Clorofila a y conllevar un importante potencial fotosintético.

Grandes ciliados mixotréficos (ej. Ophrydium, Stentor) han sido descritos en plancton de
lagos del hemisferio sur, incluyendo Nueva Zelanda (James et al., 1995), Australia (Laybourn-
Parry et al., 1997) y América del Sur (Woelfl, 1995; Modenutti, 1997; Modenutti et al., 1998b;
Woelfl & Geller, 2002; Woelfl, 2007). Ciliados como Stentor, no son encontrados comunmente
en plancton de lagos del hemisferio norte, que tienden a tener comunidades de ciliados
dominadas por taxas de pequefios ciliados, particularmente oligotrichos, peritrichos y

scuticociliados (Laybourn-Parry, 1994).
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Uno de los sistemas lacustres de América del Sur con gran abundancia de ciliados
mixotroficos del genero Stentor es el comprendido entre los paralelos 39° Sy 42° S, en el area
occidental Chilena y oriental Argentina, llamados Lagos de la Nord Patagonia o Lagos
Araucanos segin Thomasson (1963). Estos se caracterizan por poseer un origen glacial coman,
son profundos, monomicticos, templados, ultra—oligotréficos, muy transparentes, con bajo
contenido de iones, nutrientes y baja productividad (Campos, 1984; Pedrozo et al., 1993; Morris
et al., 1995). La comunidad planctdnica de estos lagos consiste principalmente de diatomeas
(Aulacoseira), algunos rotiferos y copépodos calanoideos (Villalobos & Zufiiga; 1991; Soto &
Zufiiga, 1991; Modenutti et al., 1998a). En este sistema se ha registrado la presencia de dos
especies de ciliados mixotréficos del genero Stentor. Stentor amethystinus, la cual es considerada
una especie cosmopolita y Stentor araucanus, que solo a sido descrita en lagos profundos y
ultraoligotroficos de Sudamérica. Estos son ciliados grandes con un volumen celular vivo de

1.06-2.85 X 10° um® (Woelfl & Geller, 2002; Woelfl, 2007).

3.4. Produccion Primaria de Stentor.

Datos de literatura sobre tasas fotosintéticas de estas dos especies en lagos Nord
Patagonicos de Chile son escasos, solo existe informacion para un lago (Lago Pirehueico), donde
se determind que estos ciliados mixotréficos son importantes durante algunos periodos del afio y
que durante los blooms la tasa fotosintética de Stentor iguala o excede a los otros productores
primarios sobre los 10 m. La pregunta crucial es hasta que punto la fotosintesis de las algas
endosimbiontes puede contribuir a la demanda de carbon del hospedero heterotrofico,
desacoplando la mixotrofia del suministro de alimentos externos via cadena alimenticia (Woelfl

& Geller, 2002). Estudios en ciliados naturales que contienen algas del género Chlorella como
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simbiontes en sistemas de agua dulce (Sand- Jensen et al., 1994; Finlay et al., 1996; Laybourn-
Parry et al., 1997; Sand- Jensen et al., 1997), indican que la fotosintesis podria mantener al
menos el metabolismo bésico de los ciliados, pero no podria sostener un alto crecimiento solo en
base a los simbiontes. Es por esto, que para estimar la relevancia de la nutricién autotréfica para
el balance energético del ciliado, es necesario conocer su tasa fotosintética, bajo distintas

condiciones ambientales.
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3.5. Hipotesis.
o La tasa fotosintética de Stentor presenta un aumento que se relaciona significativamente

con la intensidad luminica y la temperatura.

3.6. Objetivo (s) General (s).

o Determinar las condiciones Optimas para el cultivo de Stentor amethystinus y Stentor
araucanus, en laboratorio.

o Determinar la tasa fotosintética de Stentor araucanus y Stentor amethystinus en

laboratorio, bajo distintas condiciones de luz y temperatura.

3.7. Objetivo (s) Especifico (s).

o Determinar las tasas de crecimiento de ambas especies de Stentor en cultivos.

o Medir los parametros fisicos y quimicos como temperatura, PAR (Light Photosynthetic
Active Radiation), pH y alcalinidad del agua que intervienen en la determinacion de la
Produccion primaria de Stentor.

o Determinar el contenido especifico de Clorofila a de Stentor araucanus y Stentor
amethystinus.

o Determinar el nimero de asimilacion de Stentor araucanus y Stentor amethystinus.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1. Area de Recoleccion de Muestras.

Se escogid el lago Caburgua (39° 07°LS, 71° 45"LW) (Fig. 1), por poseer ambas especies
de Stentor (S.araucanus y S.amethystinus) en abundancias similares. Este lago se ubica en la
region precordillerana andina, perteneciendo al distrito de lagos Araucanos del Sur de Chile (Fig.
1). Este es un lago de origen glacial, oligotrofico, monomictico temperado con circulacion
invernal y estratificacion de verano, su altura sobre el nivel del mar es de 505 m. Pertenece a la
hoya hidrogréfica del Rio Toltén, siendo sus aguas vaciadas por el Rio Caburgua como su

principal efluente, que se une al efluente principal del lago Villarrica (Campos et al., 1987).

Lago Caburgua

Figural. Sitio de recoleccion de muestras: Lago Caburgua (39° 07°LS, 71° 45"LW), IX Region,

Chile.
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4.2. Recoleccion de Muestras.

Las muestras de Stentor fueron colectadas desde Agosto del 2005 hasta Enero del 2006
para los experimentos de cultivo, mientras que las muestras de Stentor para los experimentos de
produccidn primaria fueron recolectadas desde Marzo del 2006 a julio del 2006 con una red de
plancton de 0.2 um de apertura de malla, a profundidades de 10 y 20 mt. Siendo posteriormente
depositadas en bidones de plastico de 5 L. Conjuntamente se tomaron muestras de agua desde la
superficie del lago, las cuales fueron depositadas en bidones de plastico de 5 L. para ser utilizada
en los cultivos y en las incubaciones de produccion primaria. Las muestras fueron transportadas
hasta el laboratorio de Limnologia y Quimica de Aguas del Instituto de Zoologia, Facultad de

Ciencias de la Universidad Austral de Chile.

4.3. Cultivos Stock.

Los experimentos de cultivos de Stentor araucanus y Stentor amethystinus se llevaron a
cabo, principalmente, en microcdmaras de cultivo de 10 ml (Fig. 2) y en placas petri de 20 ml,
usando agua de lago sin filtrar, filtrada (Filtros Millipore Millex-HV Hycrophilic PVDF 0.45 pum)
y filtrada y esterilizada (150 °C x 20 min). Se us6 como alimento Cryptomonas sp. en dos medios
de cultivo diferentes (WC y F2), alimento artificial segin APHA (1995) y medio de cultivo WC.
Las temperaturas de incubacion variaron entre los 10°y 17° C, la intensidad luminica entre 55 y
370 umol m?s™y el fotoperiodo entre 12 y 16 hrs. Luz. Para realizar estos cultivos los individuos
de Stentor eran separados de la muestra original de terreno con ayuda de una micropipeta, bajo
una lupa Leica MZ6 y dispuestos en los variados tratamientos de cultivo. Se realizaron alrededor

de 562 cultivos con 2 réplicas mas un control para cada uno de los tratamientos, con nimeros
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iniciales de individuos entre 3 y 10, dependiendo del volumen de cultivo. Todos los cultivos
fueron mantenidos en una incubadora Mimet a las condiciones predeterminadas.

Se realizaron conteos diarios de los cultivos con ayuda de una lupa Leica MZ6, durante
este periodo se efectuaban los recambios de agua y adicién de alimento respectivos a cada

tratamiento.

4.4. Alimentacion de Cultivos Stock.

Las algas utilizadas como organismos presa (Cryptomonas sp.) fueron cultivadas en
botellas de vidrio esterilizadas (150 °C x 20 min) usando el medio de cultivo WC y F2 (ver
anexo), por separado, y mantenidas en una incubadora Mimet, a las condiciones de luz y
temperatura ptimas para cada género de algas, con aireacion constante durante todo el cultivo.
La concentracion de estas algas se monitoreo mediante conteos ocasionales con una cdmara de
Neubauer, cuando el cultivo se encontraba al comienzo de la fase estacionaria, se tomaba una
alicuota de este cultivo para comenzar uno nuevo.

El alimento artificial utilizado para los cultivos, se prepard segun el APHA, 1995,
diluyendo 6.3 gr de pellets de harina de pescado, 2.6 gr de levadura molida y 0.5 gr de alfalfa
molida en 500 ml de agua destilada. Se agitd durante una hora y se puso al refrigerador por otra
hora mas. El sobrenadante es el que se utiliz6 como alimento y el resto se elimind.

El medio de cultivo WC usado como alimento para los ciliados fue el mismo utilizado

para el cultivo de microalgas.
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Figura 2. Microcamaras de cultivo.

4.5. Tasa de Crecimiento.

Para determinar la tasa de crecimiento de los ciliados se tom6 como N final, el mayor
numero de individuos obtenidos durante el cultivo, cuando no existia crecimiento se tomo el
numero inicial de ciliados y el tiempo que se mantuvo ésta concentracién. La tasa de crecimiento
se calculd usando la formula:

W=LN (Ng) = LN (N))
T

Donde:
1 = Tasa de crecimiento (ind d™).
LN (N;) = Logaritmo natural del nimero inicial de ciliados.
LN (Nf) = Logaritmo natural del nimero final de ciliados.

T = Tiempo (dias).
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4.6. Aclimatacion de Stentor.

Los individuos de Stentor utilizados en cada incubacién de Produccion Primaria
provenientes de terreno, fueron previamente aclimatados por dos dias a la temperatura deseada.
Para ello se seleccionaron aprox. 1000 individuos de cada especie de Stentor bajo una lupa Leica
MZ6, con ayuda de una micropipeta. Estos fueron mantenidos en una botella plastica transparente
con 500 ml de agua de lago sin filtrar, tapada con un orificio en la tapa para permitir el
intercambio gaseoso. En una incubadora Mimet, con aprox. 300 umol m?s™y fotoperiodo de 12
hrs. luz y 12 hrs. Oscuridad. El agua de lago filtrada (0.2 um) utilizada en cada incubacion fue
mantenida en una botella de vidrio de 1 L. en las mismas condiciones que los individuos de

Stentor.

4.7. Produccion Primaria.

Las tasas de produccion primaria bajo condiciones de laboratorio de Stentor araucanus y
Stentor amethystinus fueron medidas a diferentes niveles de irradiacién luminica (0, 8.5, 17.5, 40,
62.5, 134, 183, 214, 276.5, 361.5, 401.5 y 500 pM foté6n m?s'1) y dos temperaturas 14° (+ 1°C) y
20°C (+ 1°C), usando la técnica del **C (Steeman Nielsen, 1952), realizando tres réplicas para
cada tratamiento.

Para cada incubacion fueron seleccionados 240 individuos de Stentor, previamente
aclimatados, con ayuda de una micropipeta bajo una lupa Leica MZ6. Estos fueron incubados en
botellas negras (Incubator flasks, Hydrobios, Alemania) con distintos porcentajes de transmision
de luz (0, 1.7, 3.5, 8, 12.5, 26.8, 36.6, 42.8, 55.3, 72.3, 80.3, 100 %) que permitieron los
diferentes niveles de irradiacién luminica, cada una de las botellas contenian 60 ml de agua de

lago filtrada sobre filtros de membrana de 0.2 um, 20 individuos de Stentor y 15 pl de **C (Fig.
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3a). Estas botellas fueron fijadas a una rueda (Fig. 3b), la cual fue puesta en un acuario de 50 X
51X 21 cm. que contenia 50 Its de agua destilada y se mantuvo girando constantemente durante
todo el tiempo que durd la incubacion. La luz fue provista por dos paneles de luces fluorescentes
(Fig. 3c). Después de 3 horas, se daba por terminada la incubacion y los individuos de Stentor de
cada botella eran separados con ayuda de una micropipeta, siendo posteriormente filtrados al
vacio sobre filtros de membrana de 0.2 um, estos filtros eran puestos en una rejilla de plastico,
para una coémoda manipulacién en los procesos siguientes (Fig.3d). Posteriormente se procedia a
fotografiar cada filtro con una camara digital CANON Powershot 7.0 y registrar el nimero de
Stentor en cada uno de ellos, bajo una lupa Leica MZ6 (Fig. 3e y 4a).

Para remover el remanente de **C-CO, de los filtros con Stentor, estos eran puestos por 1
hr. en HCI fumeante y ventilados por aprox. 1 hr mas para evitar errores en la medicién (Fig. 4b).

Para determinar la cantidad de *C afiadido (como DPM); antes de filtrar la muestra y
después de la incubacion se extrajo 1ml de agua, el cual se verti6 en un vial de centelleo junto
con 20 ul de NaOH 1Ny 2 ml de coctel de centelleo (quickszint) (Fig. 4c).

Para determinar el carbon asimilado de Stentor (como DPM), cada uno de los ciliados fue
cortado de los filtros con ayuda de un bisturi y agregados a un vial de centelleo con 2 ml de Filter
Count (coctel de centelleo) (Fig. 4c).

Tanto el agua como los filtros fueron medidos en un contador de centelleo Beckman LS

5000CE por 15 min. cada vial.
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Para determinar la tasa fotosintética de Stentor a cada nivel de irradiacion luminica se uso

la formula;

Donde:
PP = Producci6n Primaria de Stentor (ngC ind™* h™).
DPMasimitado/ Stentor = Destellos por minuto de cada filtro/ N° Stentor en cada filtro.
DPMasagido = Destellos por minuto del agua de incubacion.
DIC = Carbono Inorgénico Disuelto (mg DIC m™®).
1.06 = Factor de discriminacién del is6topo.
Tiempo = Horas de incubacion.

Factores 1000 = Conversion de ng a ug.
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Figura 3. (a) Botellas de incubacion con distintos niveles de irradianza. (b) Rueda con Botellas
de incubacién. (c) Incubacion de produccion primaria. (d) Rejilla de plastico con los doce filtros

de 0,2 um con individuos de Stentor. (e) Filtro de 0,2 um con individuos de Stentor amethystinus.
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Figura 4. (a) Filtro de 0,2 um con individuos de Stentor araucanus. (b) Filtros en HCI fumeante.

(c) Viales de centelleo con filtros con Stentor y agua de incubacién.

4.8. Alcalinidad.

La alcalinidad se determiné usando el método de titulacién de Gran, para lo cual se
tomaron 100 ml. de agua de lago filtrada por filtros de membrana de 0.2 um y aclimatada y se
procedi6 a titular con HCI 0,1 N hasta pH 4.25, ya que a este pH todo el carbono inorganico
disuelto estd en forma de CO,. Se registraron cuatro valores bajo pH 4.25. Adicionalmente se

registrod la temperatura y el pH inicial de la muestra de agua.
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Para establecer el punto final de titulacion de forma precisa, lo primero fue determinar la
funcion Gran, la cual es una medida del nimero de moles de H* agregados a la muestra de agua,
después que el punto final de titulacion ha sido alcanzado y se calcula con la formula:

Fi= (VOFig + Vtitr) {H+} = (Vorig + Vtitr) (1O-pH)

Donde:
F1 = Funcién Gran.
Vorig = Volumen de la muestra de agua filtrada (ml).
Viir = Volumen de &cido agregado a la muestra (ml).

10™" = Antilogaritmo del pH.

Una vez obtenida la funcion Gran, se graficé F; v/s Volumen de &cido agregado a la
muestra (L) y se realiz6 una regresion lineal. Luego mediante la ecuacion de la recta se determiné
el interfecto en Y (X = 0) que corresponde al volumen final de titulacion (Veng).

Para calcular la alcalinidad total se utilizo la férmula:

AT = [(Concentracion del acido * Veng)/ (Vorig)] * 1000

Donde:
AT = Alcalinidad total (meq L™).
Vend = Volumen final de titulacion (L).

Vorig = Volumen de la muestra (L).



La alcalinidad de los carbonatos se calculé empleando la formula:

AC = AT — (D/10000)

Donde:
AC = Alcalinidad de los carbonatos (meq L™).
AT = Alcalinidad total (meq L™).

D = Factor de correccion, que corresponde a la fuerza idnica del agua.

Para obtener el DIC, se us6 la formula:

DIC=AC*F *12* 1000

Donde:
DIC = Carbono Inorgénico Disuelto (mg DIC m™)

AC = Alcalinidad de los carbonatos (meq L™)

F = Factor de correccion, que corresponde a la cantidad de carbono presente como CO; libre.

4.9. Clorofila a.

25

La determinacion del contenido de clorofila a se realiz6 segin el APHA 10200H. Para lo

cual, en cada incubacién de Produccion Primaria, se separaron 50 individuos de Stentor

aclimatados, bajo una lupa Leica MZ6 con ayuda de una micropipeta. Posteriormente los

individuos fueron fijados en 3 ml de acetona al 90% en frascos de plastico oscuros y mantenidos

por 24 hrs. a 4°C. Luego de este tiempo el contenido de cada frasco era tomado con una jeringa y
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filtrado a través de un filtro de membrana de 0,2 um y medido en un espectrofotometro
(Shimadzu Seisakusho Ltd.,Tokio, Japon) a 750, 664, 647 y 630 nm.

El contenido de clorofila a de Stentor se determiné con la férmula:

Chl a = ([11.85 (664-750) - 1.54 (647-750) — 0.08 (630-750)] VA/NM)/NP Stentor

Donde:
Chl a = Contenido de clorofila a por individuo (ng Chl a ind™)
VA = Volumen de Acetona (ml)

VM = Volumen de la muestra (L)

De las tres réplicas realizadas por cada incubacion de produccion primaria, una fue
eliminada por presentar un valor significativamente mayor o menor a la media de los valores

obtenidos.

4.10. N° de asimilacion.
Para obtener el N° de asimilacion de S. araucanus y S. amethystinus se utilizo la siguiente
formula:

N°ass =PP/Chl a

Donde:
N° ass = N° asimilacién de Stentor [ng C (ng Chl a™*) h™].
PP = Produccién Primaria de Stentor (ngC ind™ h™%).

Chl a = Contenido de clorofila a por individuo (ng Chl a ind™).
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4.11. Anélisis Estadisticos.

Para determinar la significancia de la luz y la temperatura sobre la produccion primaria de
Stentor, como también la significancia de la Chl a y de la asimilacién, se usé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis (nivel de significancia P < 0.05), con el programa estadistico
Statgraphic Plus 5.1 y para realizar los distintos graficos se us6 el programa Sigmaplot 8.0. En
todos los andlisis estadisticos la normalidad y homocedasticidad fueron puestas a prueba, dando

una distribucion no normal ain luego de ser normalizados los datos.
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5. RESULTADOS

5.1. Cultivos Stock de Stentor.

Para el caso de S. araucanus pocos tratamiento fueron efectivos, ya que solo algunos
fueron capaz de lograr un incremento de la poblacion por sobre el 100 %. La tendencia general de
las curvas fue la de declinar desde un comienzo o luego de alcanzar un peak. Los resultados mas
importantes se observaron en cultivos realizados en placas petri con agua de lago filtrada y
esterilizada, usando alimento artificial, como alimento principal y bajo condiciones de
temperatura de 16° C, luminosidad de 250 pmol s* m? y fotoperiodo de 15:9 (Fig. 5). Este
resultado es ratificado por la tasa de crecimiento promedio que presenta el alimento artificial
(0.018 = 0.01) en comparacion con los otros tipos de alimento utilizado (Fig. 6). El crecimiento
fue muy lento con un tiempo generacional de siete dias aproximadamente. La densidad inicial de
los cultivos fue de 1 ind/ml y la densidad méaxima que se alcanzo6 a obtener antes de producirse
una disminucion de Stentor en los cultivos fue de 2 ind/ml. En general, los organismos lograron
sobrevivir alrededor de un mes en el tratamiento apropiado y mostraron ser muy susceptibles

independiente de las condiciones en las que se conserve el cultivo.
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Figura 5. Abundancia (%) de S. araucanus en experimentos de cultivo.
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Figura 6. Tasa de Crecimiento promedio de S. araucanus con los distintos tipos de alimentos

usados. Se muestra X + DS.

Se llevaron a cabo mas tratamientos de cultivo de S. amethystinus debido a que ésta
especie presentd mas resistencia frente a las condiciones de laboratorio. En general la tendencia
de las curvas de crecimiento fue similar a las de S. araucanus, mostrando un peak alrededor de

los diez dias y declinando posteriormente. EI crecimiento fue lento con un tiempo generacional
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de 3-8 dias. La densidad inicial de los cultivos fue de 1 ind/ml y la densidad maxima que se
alcanz6 a obtener antes de producirse una disminucién de Stentor en los cultivos fue de 3-4
ind/ml. En general, los organismos lograron sobrevivir alrededor de un mes en el tratamiento
apropiado.

Se obtuvieron dos tratamientos medianamente efectivos, el primero realizado en
microcdmaras de cultivo con agua sin filtrar usando Cryptomonas sp. en medio de cultivo F2,
como alimento principal y bajo condiciones de temperatura de 13°C, luminosidad de 55 pmol s™
m? y fotoperiodo de 12:12. El segundo fue efectuado en placas petri con agua filtrada y
esterilizada, usando alimento artificial, como alimento principal y bajo condiciones de
temperatura de 16° C, luminosidad de 338 pmol s m?y fotoperiodo de 15:9 (Fig. 7), este Gltimo
mostr6 ser mas efectivo que el primero, ya que mostré resultados constantes en cada réplica
realizada, densidades méximas mayores que el primero y un tiempo generacional menor. El
alimento artificial ademéas present6 la mayor tasa de crecimiento promedio (0.0372 + 0.04),
seguido por Cryptomonas sp. en medio de cultivo F2 (0.0325 £ 0.05) confirmando los resultados

obtenidos (Fig. 8).
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Figura 7. Abundancia de S. amethystinus en experimentos de cultivo.
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Figura 8. Tasa de Crecimiento promedio de S. amethystinus con los distintos tipos de alimentos

usados. Se muestra X + DS.

Se observé una relacion inversamente proporcional entre la concentracion de alimento
suministrado y la abundancia de los individuos, ya que a medida que se aumento la concentracion

de alimento la abundancia de los individuos fue menor, independiente del tratamiento utilizado.
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Tanto S. araucanus como S. amethystinus pueden sobrevivir mas tiempo cuando no son
sometidos a pruebas y solo son mantenidos en bidones plésticos con agua de lago sin filtrar, en
una incubadora. Fue por ello que se utilizaron los ciliados traidos directamente desde terreno para

las mediciones de produccién primaria luego de pasar por un periodo de aclimatacion.

5.2. Produccion Primaria de Stentor.

S. araucanus tuvo una produccién primaria promedio de 2.43 ng C ciliado™ h™. Los
mayores valores de produccién primaria se alcanzaron entre los 214 y 500 umol s™ m™ (Fig. 9)
siendo su Pmax 8.75 ng C ciliado™ h™ a los 214 pmol s m™, en el tratamiento a 20°C.

La produccion primaria de S. araucanus increment6 con los doce niveles de intensidad
luminica utilizados, sin alcanzar niveles de saturacion. Esta presentd una relacion
estadisticamente significativa con los niveles de irradiacion luminica (Kruskal- Wallis, P = 0.0)
(fig. 9). Para determinar que tratamientos difirieron unos de otros, se realiz un test de rangos
multiples el que arroj6 que los 0, 8.5 y 62.5 pmol s™ m™ fueron los que presentaron diferencia
con 8 niveles de intensidad luminica, mientras que los 183, 214 y 276.5 pmol s m? solo

exhibieron diferencias significativas con 5 niveles de luz (Tabla 1).
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Produccién Primaria (ng C ciliado™® h'l)
N
1

0 100 200 300 400 500

PAR (umol st m'z)
Figura 9. Curva de Produccion Primaria promedio (N = 216) v/s luz de S. araucanus. Se muestra

X+ DS.

Tabla 1. Diferencias significativas entre los 12 niveles de intensidad luminica usados para S.

araucanus.
0 8,5 17,5 40 62,5 134 183 214 | 276,5 | 361,5 | 4015 | 500
0 X * * * * * * * *

8'5 X * * * * * * * *
17,5 X * * * * * * *
40 X * * * * * * *
62’5 X * * * * * *
134 X * * *
183 X
214 X

276,5 X

361,5 X

401,5 X
500 X

* Denota una diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza.

La produccion primaria de S. araucanus también presentd una relacion estadisticamente

significativa con ambos niveles de temperatura utilizados (Kruskal- Wallis, P = 0.089). A los
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14°C exhibi6 valores de 0.03 + 0.01 a 3.60 + 1.25 ng C ciliado™ h™, mientras que a los 20°C fue
de 0.06 + 0.1 a5.20 + 1.5 ng C ciliado h™ (Fig. 10). Siendo significativamente mas alta la tasa

fotosintética de S. araucanus a los 20°C que a los 14°C (Tabla 3).

[ee]

@® 14°C
v 20°C —

Produccién Primaria (ng C ciliado™ h'l)
N
1

0 100 200 300 400 500

PAR (umol 571 m'2)
Figura 10. Produccién Primaria de S. araucanus a 14°C y 20°C v/s intensidad luminica. Se

muestra X + DS.

S. amethystinus tuvo una tasa fotosintética promedio de 1.10 ng C ciliado™ h™. Entre los
276.5 y 500 pmol s m™ se observaron los mayores valores de produccion primaria (Fig.12),
siendo su Pmax 3.24 ng C ciliado™ h™ a los 361.5 pmol s m™, en el tratamiento a 20°C.

S. amethystinus exhibié una relacion estadisticamente significativa con las dos
temperaturas de incubaciéon usadas (Kruskal- Wallis, P = 0.0008). Su tasa fotosintética fue
significativamente mayor a los 20 °C que a los 14°C (Tabla 3). A los 14° C la produccion

primaria fue de 0.02 + 0.02 a 1.53 £ 0.98 y a los 20°C fue de 0.02 + 0.01 a 2.52 + 0.41 (Fig. 11).
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Figura 11. Produccién Primaria de S. amethystinus a 14°C y 20°C v/s intensidad luminica. Se

muestra X + DS.

S. amethystinus también presentdé una relacion estadisticamente significativa con los
diferentes niveles de PAR (Kruskal- Wallis, P = 0.0), ya que al igual que S. araucanus su
produccion primaria aumento con los doce tratamientos de PAR utilizados, sin alcanzar niveles
de saturacion (Fig. 12). De igual forma se efectu6 un test de rangos multiples, siendo los 0, 8.5y
17.5 pmol s m? los que presentaron el mayor nimero de diferencias, 7 en total y 134 y 183
pmol s* m? los niveles de PAR que exhibieron el menor nimero de diferencias con solo 4

tratamientos (Tabla 2).
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Figura 12. Curva de Produccion Primaria promedio (N = 180) v/s luz de Stentor amethystinus.

Se muestra X + DS.

Tabla 2. Diferencias significativas entre los 12 niveles de intensidad luminica usados para

Stentor amethystinus.

0 8,5 17,5 40 62,5 134 183 214 | 276,5 | 361,5 | 401,5 | 500
0 X * * * * * * *
8,5 X * * * * * * *
17,5 X * * * * * * *
40 X * * * * * *
62,5 X * * * * *
134 X *
183 X
214 X
276,5 X
361,5 X
401,5 X
500 X

* Denota una diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza.

Al comparar ambas especies, S. araucanus presentd una tasa fotosintética

significativamente mayor que S. amethystinus tanto a 14 °C (Kruskal- Wallis, P = 1.46E-8) como
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a 20° C (Kruskal- Wallis, P = 0.00001), siendo la produccion de S. araucanus un poco mas del

doble de la de S. amethystinus tanto a 14°C como a 20°C (Fig. 13y 14).

@® Stentor araucanus
5 v  Stentor amethystinus

N

Produccién Primaria (ng C ciliado™ h'l)
w
1

PHEAIRINIES

0 100 200 300 400 500

PAR (umol 571 m'2)
Figura 13. Produccién Primaria a 14°C de ambas especies de Stentor v/s Luz. Se muestra X +

DS.

8 - @® Stentor araucanus
w  Stentor amethystinus

4

Produccién Primaria (ng C ciliado™ h'l)

0 100 200 300 400 500

PAR (upmol 571 m'2)
Figura 14. Produccién primaria a 20°C de ambas especies de Stentor v/s Luz. Se muestra X +

DS.
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Tabla 3. Produccién Primaria, contenido de Chl a y N° de Asimilacion de ambas especies de

Stentor, a las dos temperaturas y los doce niveles de luz.

Stentor araucanus Stentor amethystinus

14°C 20°C 14°C 20°C
PP (ng C ciliado™h™) 199+15 284+19 0.89+0.8 141+1.0
PP Promedio (ng C ciliado™h™) 243+20 1.10+1.0
Chl a (ng Chl aiind™) 0.63+0.08 0.58 £ 0.04 0.66 + 0.05 0.66 + 0.07
Chl a Promedio (ng Chl a ind™) 0.60 £ 0.07 0.66 £ 0.05
Asimilacion (ng C (ng Chl a)) 3.15+24 498 +4.06 1.38+1.38 2.13+1.59
Asimilacion Promedio (ng C (ng 4.07 £ 3.46 1.68 +1.51

chl a))

5.3. Contenido Especifico de Clorofila a de Stentor.

El contenido individual de Chl a de S. araucanus alcanzo los 0.63 (£ 0.08) ng Chl a
ciliado™ a los 14°C, mientras que a los 20°C alcanz6 los 0.58 (+ 0.04) ng Chl a ciliado™ (Tabla 3),
no existiendo una diferencia estadisticamente significativa entre los dos niveles de temperatura

utilizados (Kruskal-Wallis test: P = 0.52).
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Figura 15. Contenido especifico de Chl a de S. araucanus en las seis incubaciones realizadas.



39

S. amethystinus tuvo un contenido especifico de Chl a igual tanto a los 20°C como a los
14°C, alcanzando valores promedio de 0.66 (+ 0.05) ng Chl aind™y 0.66 (+ 0.07) ng Chl a ind™,
respectivamente (Tabla 3). Por lo que no existié una relacion estadisticamente significativa entre

las temperaturas usadas (Kruskal-Wallis test: P = 0.76).

1,0

I 14°C
T 20°C

0,0

Incubaciones

Contenido Especifico Chl a (ng Chl a'lciliado'l)

Figura 16. Contenido especifico de Chl a de S. amethystinus en las cinco incubaciones

realizadas.

A los 14°C, S. amethystinus presenté un contenido especifico de Chl a que no fue
significativamente mayor que el de S. araucanus (Kruskal-Wallis test: P = 0.50), al igual que a
los 20°C (Kruskal-Wallis test: P = 0.07). Pero en general el contenido individual de Chl a de S.

amethystinus fue superior que el de S. araucanus en las incubaciones realizadas (Fig. 17).
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Figura 17. Chl a promedio de ambas especies de Stentor utilizadas en las incubaciones de

produccion primaria. Se muestra X + DS.

5.4. Numero de Asimilacion de Stentor.

El nimero de asimilacion de S. araucanus fue mayor a los 20°C que a los 14°C con
valores que fueron desde los 0.011 + 0.19 a 8.92 + 2.79 [ng C (ng Chl a*) h™*] y 0.04 + 0.02 a
5.79 + 2.32 [ng C (ng Chl a™*) h™*], respectivamente (Fig.18). El valor mas alto de asimilacién fue
de 15.29 [ng C (ng Chl a™) h™'] alos 214 umol s* m™ en el tratamiento a 20°C. Al comparar los
valores de produccion primaria v/s N° de asimilacion de S. araucanus se pudo ver que la

asimilacion casi dobl6 a la produccion primaria, para las dos temperaturas usadas (Fig. 19 y 20).
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Figura 18. N° Asimilacion promedio de S. araucanus para ambas temperaturas de incubacién y

12 niveles de PAR. Se muestra X + DS.
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Figura 20. Comparacion de produccién primaria y asimilacion de S. araucanus a 20°C y a los 12

niveles de PAR. Se muestra X + DS.

S. amethystinus tuvo una asimilacion mayor a los 20°C que estuvo entre los 0.04 £ 0.01 y
3.80 + 0.54 [ng C (ng Chl a*) h™], que a los 14°C que fue desde los 0.03 + 0.03 a 2.38 + 1.5 [ng
C (ng Chl a™®) h™'] (Fig. 21). El valor més alto de asimilacién fue de 5.25 [ng C (ng Chl a*) h™'] a
los 361.5 pmol s m? a los 20°C. Al comparar la produccién primaria con el N° de asimilacién
de S. amethystinus se pudo ver que la asimilacion fue mayor que la produccion primaria por

alrededor de 1.5 veces, tanto a los 14°C como a los 20° C (Fig. 22 y 23).
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Figura 21. N° Asimilacion promedio de S. amethystinus para ambas temperaturas de incubacién

y 12 niveles de PAR. Se muestra X + DS.
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12 niveles de PAR. Se muestra X + DS.
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S. araucanus presentd una mayor asimilacion que S. amethystinus a ambos niveles de

temperatura usados, duplicando su nimero a ambas temperaturas (Fig. 24 y 25).
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Figura 24. Asimilacion de ambas especies de Stentor a 14°C v/s Luz. Se muestra X + DS.
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6. DISCUSION

6.1. Cultivos Stock.

Se han realizado variados intentos de cultivo de Stentor, bajo diversas condiciones de
laboratorio. Donde se han obtenido bajas densidades, crecimiento lento y una rapida disminucion
de individuos, demostrando que el manejo de Stentor bajo condiciones de laboratorio todavia no
es optimo.

Los datos existentes de cultivos de Stentor, son principalmente para S. amethystinus, que
es una especie cosmopolita. Laude (1995) realizo cultivos con S. amethystinus usando variados
tipos de alimento, obteniendo buenos resultados con leche. Individuos sin alimento y con luz
sobrevivieron aprox. un mes, lo mismo que sucedié con nuestros individuos mantenidos en
bidones plasticos con agua de lago sin filtrar y con luz, mientras que Prosenz (1994) encontrd lo
contrario: Individuos sin alimento murieron dos dias después de ser sometidos a estas
condiciones. Woelfl (2005) realizd en el 2004 y 2005 experimentos para cultivar S. amethystinus
usando diferentes condiciones de alimentacion, temperatura y luz, donde el resultado mas
importante fue, que Stentor crece relativamente lento con un tiempo generacional maximo de tres
dias y con una densidad maxima de 10-20 ind/ml, lo que es superior a lo encontrado en el marco
de esta tesis donde la densidad maxima fue de 3-4 ind/ml y su tiempo generacional fue de aprox.
3-8 dias, estos resultados coinciden con los de Laybourn-Parry et al., (1997) que obtuvo un
tiempo generacional ~ 4 dias. Para S. araucanus no existen datos de cultivo disponibles, con los
cuales comparar los obtenidos en este trabajo, donde mostrd una tasa generacional similar a la de
S. amethystinus, mientras que su abundancia maxima fue inferior a lo exhibido por S.

amethystinus. Es importante sefialar que pocos tratamientos fueron efectivos en esta especie
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demostrando una alta vulnerabilidad frente a leves cambios en las condiciones de cultivo
utilizadas.

Segin Modenutti et al., (2000) la fraccion disuelta del agua de lago juega un rol
importante en la distribucion de Ophrydium naumanni. Sus datos ademas soportan la idea de
Modenutti (1997) quien indica que ciliados mixotroficos de gran tamafio, como S. araucanus,
estan restringidos a lagos con baja concentracién de DOC (< 0.6 mg C I™Y). El crecimiento de O.
naumanni mostr6 una relacion inversamente proporcional con la concentracion de DOC. Si bien
S. araucanus y O. naumanni presentan una distribucién diferente en la columna de agua, su
distribucion dentro de los lagos Nord patagénicos es similar, por esto S. araucanus también
puede estar influenciado por las concentraciones de DOC. Probablemente la limitacion a bajas
concentraciones de DOC es una consecuencia de la adaptacion de estas especies a medio
ambientes pobres en nutrientes y de baja productividad, como lo son los lagos Nord patagonicos
(Modenutti et al., 2000). Quizas esta adaptacion a condiciones oligotréficas estd asociada al gran
tamano de estos ciliados, puesto que, ciliados grandes tienen un bajo metabolismo por masa de
cuerpo, y tasas de crecimiento mas bajas que otros ciliados mas pequefios (Modenutti et al.,
2000). Hasta ahora, aiin no se conoce que tamafio y que concentracién de DOC deben conjugarse
en estos ciliados mixotréficos de gran tamafo.

Tartar (1961) presenta un método de cultivo que ha sido usado Optimamente para el
cultivo de S. coeruleus, S. polymorphus, S. roeselii y S. introversus. Sin embargo, el cultivo de
otras especies como S. niger y S. multiformis es llevado a cabo con grandes dificultades, lo que
llama a explotar otros metodos de cultivo. También existen otras especies de ciliados
mixotroficos que simplemente no se pueden cultivar, debido a su complejo modo de

alimentacidn, este quizas sea el caso de S.araucanus y S.amethystinus.
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6.2. Produccién Primaria.

La luz es considerada como unos de los factores ecol6gicos mas importantes que regulan
los ecosistemas acuéaticos (Huisman & Weissing, 1995; Mur & Schreurs, 1995). En este sentido,
la fotosintesis en organismos acuaticos es altamente afectada por la intensidad de la luz y
particularmente por altas irradianzas de radiacion fotosintéticamente activa (PAR: 400 — 700 nm)
en las capas superiores de sistemas oligotroficos (Modenutti et al., 2005). Previos estudios han
demostrado que altos niveles de luz causan altas tasas fotosintéticas en ciliados mixotroficos de
lagos Nord Patagénicos del género Ophyridium y Stentor (Woelfl & Geller, 2002; Modenutti et
al., 2004; Modenutti et al., 2005). Nuestras curvas Pl mostraron que la fotosintesis incrementd
con el respectivo incremento del flujo de luz hasta los 500 umol s™* m™, sin alcanzar un punto de
saturacion (solo en algunas réplicas se pudo observar una clara saturacion), siendo la fotosintesis
maxima de ambas especies de Stentor alrededor de los mismos niveles de irradianza que otros
ciliados mixotroficos del género Stentor de distintas latitudes (Tabla 4). Sin embargo, el P s« de
S. amethystinus fue aproximadamente 0.7 veces mas bajo que lo encontrado para esta especie en
lagos Australianos (Laybourn-Parry et al., 1997). Al comparar los resultados de este estudio con
investigaciones realizadas en lagos Nord Patagdnicos hallamos una situacién diferente donde
nuestros valores de fotosintesis méxima son 6 a 4 veces superiores que las encontradas para
Stentor y Ophrydium en lagos Argentinos (Tabla 5). Mientras que, las cantidades de fotosintesis
individual de ambas especies de Stentor estan dentro del rango encontrado para lagos araucanos
Chilenos por Woelfl & Geller (2002).

Considerando los 14°C usados en este estudio, equivalente al periodo otofio — invierno y
los 20°C al periodo primavera — verano, podemos ver que los valores de produccién primaria de

S. amethystinus en lagos Australianos fue obtenida durante Otofio — Invierno, lo que equivaldria a



49

los 14°C, aun asi nuestros valores de fotosintesis son 1. 2 veces inferiores a los obtenidos por
Laybourn-Parry et al. (1997), mientras que en lagos Nord Patagénicos Argentinos Modenutti et
al. (2005) realiz6 sus mediciones de fotosintesis de S. araucanus durante el periodo de verano, lo
que equivaldria a los 20°C en nuestro estudio, disminuyendo la diferencia encontrada entre los
valores de produccion primaria, siendo aun superiores nuestros valores por 1.9 veces. En el area
chilena, Woelfl & Geller (2002), obtuvieron la fotosintesis maxima de Stentor durante el periodo
de Otofio (equivalente a 14°C), nuestros valores de S. araucanus como de S. amethystinus, se
encuentran dentro del rango obtenido por lo autores.

Nuestros datos de produccién primaria presentan una alta desviacion estandar la que esta
dada por la diferencia en los valores entre una réplica y otra. Para el caso de S. araucanus,
generalmente la primera réplica es la que exhibe los valores més altos de las tres, siendo la
tercera la de menor valor, lo que se puede deber al tamafio de los individuos utilizados en cada
réplica, ya que instintivamente se tiende a elegir los de mayor tamafio primero por lo que en la
tercera réplica estarian los individuos de menor tamafio. Con S. amethystinus sucede algo similar
pero a menor escala por que las diferencias en las réplicas son menores y no existe una tendencia
marcada a tener valores mas altos en alguna de las 3 réplicas. Estas diferencias de tamafios
residen principalmente en la especie de Stentor utilizada, puesto que S. araucanus es muy
sensible a los cambios de condiciones de mantencion, encontrandose los individuos de las dltimas
réplicas en peor estado que los individuos de las primeras réplicas, esto se ve sustentado por lo
visto en experimentos de cultivo, donde esta especies redujo notablemente su tamafio durante los
primeros dias de cultivo. Con S. amethystinus no sucede lo mismo donde el cambio de tamafio de
los individuos durante los primeros dias de cultivo, es menor o inexistente, puesto que es una

especie mucho menos sensible a los cambios, ya sea de temperatura, luz u otros.
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Es importante considerar que las muestras de Stentor de este estudio, fueron recolectadas
durante el Otofio, considerado un periodo de limitacion de alimento en lagos andinos, donde la
fotosintesis se ve realzada, ya que solo con ella se cubririan los requerimientos minimos de
energia del ciliado, siendo mas importante el modo de nutricién autotréfico durante este periodo
(Woelfl & Geller, 2002). Ademés el periodo Otofio-Invierno es cuando Stentor presenta las
menores abundancias en la columna de agua (Woelfl & Geller, 2002; Woelfl, 2007) pero a la vez
exhibe los valores mas altos de fotosintesis (Woelfl & Geller, 2002).

La directa relacion de la fotosintesis con la luz es sustentada por el patron de distribucion
vertical en la columna de agua que presentan estos ciliados, ubicandose principalmente por sobre
los 20 mt. (Modenutti, 1998b; Queimalifios et al., 1999; Woelfl & Geller, 2002). Esta
distribucion se encuentra asociada a la parcial dependencia a la luz que impone el alga simbionte
y a las diferentes respuestas de fotocomportamiento adquirido por el hospedador después de
asociarse al simbionte (Beaver & Crisman, 1988). Observaciones realizadas por Foissner &
Woelfl, 1994; Laybourn-Parry et al., 1997; Modenutti, 1998b, demostraron que S. araucanus y S.
amethystinus presentan fototaxis positiva, ya que son capaces de moverse hacia la luz. Stentor
ademéas contiene un pigmento sensitivo a la luz llamado stentorina el cual puede ser el
responsable de la alta resistencia al UV-B (Modenutti et al., 1998; Modenutti et al., 2005). El
color del ciliado, como también la pared celular y el citoplasma pueden causar una marcada
atenuacion de la luz dentro de la célula, proveyendo al simbionte un adecuado flujo de luz para la
fotosintesis (Laybourn-Parry et al., 1997). Estos antecedentes junto con el tamafio de Stentor y
su sustancial contenido de Chl a serian los responsables de los altos niveles de fotosintesis

observada.
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El contenido especifico de Chl a de ambas especies de Stentor estudiadas fue aprox. 4
veces superior a lo encontrado por Perris et al. (1994) para S. viride en un lago temperado
eutréfico y aprox. 3 veces superior que lo encontrado para O. naumanni (Modenutti et al., 2004).
El contenido individual de Chl a de S. amethystinus tuvo un rango de 925 — 1,461 pg ciliado™ en
lagos Australianos (Laybourn-Parry et al., 1997), mientras que S. araucanus proveniente de un
lago Nord patagnico Argentino alcanzé 1.06 ng Chl a ciliado™ (Modenuitti et al., 2005), siendo
ambos aprox. 1 a 2 veces superior que lo encontrado para Stentor en este estudio. Sin embargo,
nuestros valores son 2 veces superiores a lo reportado por Woelfl & Geller (2002) un lago Nord
patagonico Chileno.

El nimero de asimilacion promedio de S. araucanus fue de 4.07 [ng C (ng Chla*) h™] y
el de S. amethystinus de 1.68 [ng C (ng Chl a™) h™*], siendo este Gltimo superior a lo reportado
para esta misma especie en lagos australianos (Laybourn-Parry et al., 1997), mientras que ambos

valores también son superiores a lo encontrado por Woelfl & Geller (2002).

Tabla 4. Fotosintesis méaxima de ciliados mixotréficos del género Stentor, de distintas latitudes y

niveles de irradianza a la cual se obtuvieron estos valores.

Especie Produccion Primaria  Nivel de Irradianza  Origen

(ng Cind*h™) (umol m? s
S. acutum 0.03 500 Stoecker et al. (1988, 1989)
S. amethystinus  1.03 - 3.98 700 Laybourn- Parry et al. (1997)
S. capitum 0.083 500 Stoecker et al. (1988, 1989)
S. conicum 0.060 500

0.012 190 Jonsson (1987)
S. chlorophilum 0.098 500 Stoecker et al. (1988, 1989)
S. reticulatum  0.031 190 Jonsson (1987)
S. viridis 0.054 189 Perris et al. (1994)
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Tabla 5. Fotosintesis maxima de ciliados mixotroficos de lagos Nord Patagonicos y niveles de

irradianza a la cual se obtuvieron estos valores.

Especie Produccion Nivel de Irradianza ~ Origen

Primaria (umol m? s

(ng C ind*h™)
Ophrydium naumanni  0.832 — 1.094 18 Modenutti et al. (2004)
S. amethystinus 0.37-4.41 200 - 580 Woelfl & Geller (2002)
S. araucanus 0.32-35 150 - 305

1.436 600 Modenutti et al. (2005)

Los pocos datos sobre fotosintesis de ciliados mixotroficos sugieren que ciliados
oligotrichos lacustres con mixotrofia del tipo secuestro de cloroplastos son menos eficientes que
especies que contienen algas endosimbiontes. EI nimero de asimilacion de la especie lacustre S.
viride fue de 0.33 (Perris et al., 1994), que es menos eficiente que otras especies marinas
investigadas (Putt 1990; Stoecker et al., 1987; Stoecker et al., 1989). Sin embargo, tanto la
fotosintesis como el numero de asimilacion son probablemente subestimadas cuando provienen
de una medicién con **C debido al flujo de carbén dentro del sistema hospedador/plastidio o
hospedador/alga endosimbionte. Ademas, en organismos que poseen algas endosimbiontes, la
contribucion de carbon desde la fotosintesis al metabolismo animal es dificil de evaluar, ya que la
fotosintesis puede ser almacenada dentro del alga o usada por esta para la mantencion y
crecimiento asi como para el metabolismo del hospedero (Stoecker & Michaels, 1991).
Adicionalmente, el endosimbionte puede adquirir una cierta cantidad, o todo, su requerimiento de
fosforo y nitrogeno desde los productos de excrecion del ciliado (Albers et al., 1982). Asi, las
algas endosimbiontes son favorecidas por el ciclo de nutrientes dentro del ciliado. En este
sentido, la fotosimbiosis es una estrategia ecologica para expandirse a habitats previamente

inhabilitados para uno o ambos simbiontes (Haussmann et al., 2003). En lagos Nord patagonicos
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los ciliados mixotroficos son especialmente favorecidos, ya que estos son medio ambientes
pobres en nutrientes y con altos niveles de luz (Queimalifios et al., 1999; Modenutti et al., 2000;
Woelfl & Geller, 2002), permitiendo un aumento en la fotosintesis de organismos mixétrofos
como Stentor.

Se concluye que segun los antecedentes expuestos aceptamos la hipétesis planteada, ya
que S. araucanus y S. amethystinus presentaron un aumento estadisticamente significativo de su

tasa fotosintética con los respectivos incrementos tanto de luz como de temperatura.
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7. CONCLUSIONES
El cultivo de ambas especies de Stentor adn no es viable bajo las condiciones de cultivo
utilizadas en este estudio.

Stentor araucanus es altamente susceptible a las variaciones en las condiciones de cultivo

en la cual se mantuvieron.

La produccion primaria de Stentor araucanus y Stentor amethystinus se ve positivamente

afectada con el aumento de la luz y la temperatura.

Stentor araucanus tiene una tasa fotosintética mayor que Stentor amethystinus bajo las

condiciones de luz y temperatura utilizadas.
Ambas especies de Stentor tienen un contenido especifico de Chl a similar.

El nimero de asimilacién de Stentor araucanus es altamente superior al de Stentor

amethystinus bajo las condiciones de luz y temperatura utilizadas.
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9. ANEXO

e Medio de cultivo WC.

Solucidn stock (g/100 ml)

Solucion de nutrientes

CaC|2 . 2H,0 36.8 1ml
MgSO, . 7H,0 37 1 mil
NaH CO; 12.6 1 mi
KoHPO, . 3H,0 11.4 1ml
NaNO; 85 1 mi
Na,SiOz . 5H,0 21.2 1ml
Solucién de micronutrients* 1ml
Solucidn de vitaminas** 1 ml
TES buffer 0.115¢g
Agua destilada 1000 ml

*Composicién de la solucion de micronutrientes.

[9/1000 ml dist.
H20]
Na,EDTA 4.36
FeCl; . 6H,0 3.15
CUSO4 . 5H20 0.01
ZnS0, .7H,0 0.022
COC|2 . 6H,0 0.01
MnCl, . 4H,0 0.18
Na,MoQ;, . 2H,0 0.006

HsBO3 1

** Composicion de la solucion de vitaminas.

[9/1000 ml dist. H20]
Tiamina HCL 0.1
biotina 0.0005
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e Medio de cultivo F2.

Solucidn de nutrientes
Solucién 1* 5ml
Solucién 2* 1ml
Solucion 3* 1ml
Solucién 4* 1ml
Solucion 5* 1ml
Solucién 6* 5ml
Solucion 7* 1mil
Agua destilada 985 ml

*Composicion de las soluciones.

Reactivo Cantidad (gr) Agua destilada (ml)
Solucién 1 NaNO; 12.75 500
Solucion 2 MgCl, 2 H,O 6.082 500
Solucion 3 CaCl, 2 H,0 2.205 500
Solucién 4 ZnCl, 0.0001635
H3BO; 0.09276
CuCl; .2 H,0 0.00001
FeCls; .6 H,O 0.07988
CoCl; .6 H,O 0.000714
MnCl, 4 H,O 0.207690
Na,Mo0Q, . 2 H,0 0.00363
Na,EDTA .2 H,0O 0.500 500
Solucién 5 MgSQO, . 7 H,O 350 500
Solucion 6 K,HPO, 0.522 500
Solucion 7 NaHCO; 7.5 500

Una vez preparado el medio de cultivo se debe medir el pH (debe de ser entre 7.4 y 7.6)
si no es asi se ajusta con NaOH o HCI 0.1 N. Luego se filtra al vacio por filtros de 0.45 pum.

Mantener las 7 soluciones por separado y bajo refrigeracion.
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