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Resumen del proyecto

La Peninsula Fildes (PF) (Antdrtida), presenta ocupacién humana desde 1968 y es una de las dreas del continente con
mayor presidon antropogénica, ademds de encontrarse en una de las regiones con calentamiento global mds acelerado.
Varios lagos de origen glaciar caracterizan a la PF, muchos de los cuales se encuentran préoximos a las bases
permanentes y son empleados como suministro de agua. En este proyecto se estudiaron siete lagos de la PF con el objetivo
de establecer los cambios a lo largo del ultimo siglo de las comunidades microbianas, relaciondndolo con las variaciones
en el medio ambiente. Se trabajé con muestras de sedimento y con muestras de agua a partir de las cuales se extrajo el
ADN antiguo bacteriano y actual, con el objetivo de evaluar la diversidad bacteriana mediante secuenciacién masiva del
gen ribosomal 16S. Asimismo, se evaluaron los pigmentos fésiles y en muestras de agua mediante HPLC relaciondndolo
con la biomasa y la estructura comunitaria del fitoplancton. Mediante fluorescencia de rayos X (XRF) se obtuvo la
composicién quimica del sedimento y se caracterizo a la materia orgdnica mediante las concentraciones de C, N e
isétopos estables del Cy N. La estructura comunitaria de los microorganismos del presente difirié segun el grado de
cobertura de hielo que presentaban los lagos. Ademds, se observé un incremento en la productividad primaria luego del
derretimiento de los lagos y del verano, indicando que el ingreso de materia orgdnica, nutrientes y contaminantes
determina la estructura comunitaria. Asimismo, el aumento de la biomasa fitoplancténica observada a partir del siglo XXI
puede relacionarse a las variaciones climdticas o a la contaminacion local de los Ultimos anos. Por otro lado, el
bacterioplancton revelé cambios en su diversidad a partir de 1980, lo que podria relacionarse con la intensificacién de las
actividades humanas en la regién.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias de la Tierra y relacionadas con el Medio Ambiente / Oceanografia,
Hidrologia, Recursos Acudticos / Paleolimnologia
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Introduccion

La Peninsula Antdrtica (PA), ubicada en la Antdrtida maritima difiere del resto del continente en muchos aspectos
incluyendo el clima, caracterizado por una temperatura media y precipitaciones mds altas, los hdbitats terrestres y el
tipo de ecosistema (Bentley et al., 2009). Pequeiias zonas libres de hielo se distribuyen a lo largo de las franjas costeras de
la PA e islas adyacentes, asi como en pequefas zonas que sobresalen del hielo de la meseta de la PA (Oliva et al., 2017). La
PA experimentd uno de los calentamientos climdticos mds rdpidos del planeta durante los siglos XX y XXI, con un aumento
de mas de cinco veces la media mundial (0,6 + 0,2 °C durante el siglo XX) (Turner et al., 2014). Este cambio climatico en la
regién se ha producido simultdneamente con la intensificacién de las actividades humanas debido al aumento de la
investigacién cientifica y a el turismo (Schiffer, 2013). Por ejemplo, la PA posee numerosas estaciones de investigacion,
incluidas las 12 estaciones construidas en la isla Rey Jorge desde 1968 (COMNAP 2013). Distintos estudios han encontrado
concentraciones elevadas de metales pesados debido al petréleo como consecuencia del transporte, asi como de
hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAP) (Zhao & Xu, 2000., Smylka et al., 2005; Curtosi et al., 2007; Lim, 2009; Wojtu? et
al., 2013; Chu et al., 2019). Las actividades antropogénicas podrian también estar incidiendo en la contaminacién del medio
ambiente mediante la introduccién de microorganismos no autdctonos (Cowan & Tow, 2004).

La PA es una de las zonas del continente con mayor presencia de lagos de origen glaciar (Vincent et al., 2008b). Dichos
lagos polares son centinelas del cambio ambiental debido a sus rdpidas respuestas ambientales consecuentes de su
oligotrofia (Vincent et al., 2008). Por ejemplo, se ha demostrado que los aumentos en la carga de nutrientes debidos a
fuentes antropogénicas dan lugar a fuertes aumentos en la biomasa del fitoplancton (Kalff y Welch, 1974; Antoniades et al.,
201).

Los lagos antdrticos tienen redes tréficas simplificadas dominadas por el bucle microbiano incluyendo virus, bacterias,
fitoplancton y protozoos generalmente representados por unas pocas especies de zooplancton pigmentado (Pearce, 2003;
Lizotte, 2008). Los microorganismos de estos lagos suelen estar regulados por condiciones ambientales extremas que
incluyen un suministro de nutrientes extremadamente bajo, periodos prolongados de oscuridad y bajas temperaturas (Kalff
y Welch, 1974). En este contexto, las comunidades microbianas son potencialmente sensibles a los impactos externos
(Cowan & Tow, 2004), y en el caso de la PA se ven afectadas simultdneamente por la pronunciada variabilidad climdtica y
la creciente variabilidad ambiental debida a las actividades humanas. Sin embargo, se han realizado pocos estudios en los
que se hayan explorado las consecuencias de las variaciones ambientales sobre la diversidad bacteriana.
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Como consecuencia de la creaciéon del Protocolo al tratado Antdrtico sobre Proteccidn del Medio Ambiente en 1998, han
surgido programas de monitoreo ambiental y obligaciones por parte de los paises que llevan a cabo investigaciones en la
Antdrtida. Sin embargo, existe un vacio de informacidn histérica correspondiente al estado “natural” de la regién y las
condiciones previas a la intensificacion de las actividades humanas. Conocer este estado previo constituye un aspecto
clave para evaluar el grado de impacto ambiental sobre los ecosistemas.

La Peninsula Fildes, ubicada en Isla Rey Jorge en el archipiélago Shetland del Sur en la PA, presenta ocupacién humana
permanente desde la construccion de la base cientifica Rusa Bellingshausen en 1968. Actualmente hay siete bases
permanentes, constituyendo una de las zonas mads pobladas de la Antdrtida. Esto lleva asociado la instalacién de una gran
infraestructura que da soporte a las bases, como por ejemplo la construccidn de un aeropuerto, carreteras, tuberias y
generadores diésel. La construccion y funcionamiento de estas infraestructuras ha causado una perturbacién
considerable en el medio ambiente antdrtico (ATCM 2007), aunque hay un gran desconocimiento sobre el alcance preciso de
los efectos a causa de estas perturbaciones.

Los sedimentos de los lagos archivan un registro de los cambios ambientales temporales gracias al depdsito cronolégico
tanto de componentes fisicos, quimicos y bioldégicos (Smol, 2008). La paleolimnologia reconstruye las condiciones
ambientales de un lago y de su cuenca, mediante la datacién del sedimento y el andlisis de dichos componentes alli
presentes (Smol, 2008).

Varios trabajos realizados en lagos de la Peninsula Fildes han demostrado la eficacia de la paleolimnologia para la
reconstruccion del cambio climdtico y para la deteccién de cambios a nivel del paisaje. Estos estudios han evidenciado que
la desglaciacién en la regién comenzé hace 8000 anos y que los lagos en estudio se formaron entre hace 6000 y 4000 afos.
Asimismo, se evidencid variaciones climadticas durante el Holoceno y en particular un incremento en la temperatura
durante el Holoceno tardio (Yoon et al., 2006; Lee et al., 2009).

Por lo tanto, estos trabajos se han centrado en cambios ambientales correspondientes a escalas temporales de milenios
empleando radiocarbono para la datacién (data sedimentos de entre 200 y 40000 afos). Sin embargo, para el abordaje de
preguntas relacionadas a los cambios ambientales en funcién de los impactos antropogénicos evidentes en una escala de
tiempo menor, es necesario el empleo de isétopos como el 210Pb, que posibilita acceder a escalas de tiempos menores
como siglos o décadas (Appleby, 2001). La datacidn con 210Pb resulta la técnica por excelencia para obtener informacion
proveniente de afnos recientes de sedimentacién (Smol, 2008).

Trabajos llevados a cabo en sistemas acudticos polares, en su mayoria en el hemisferio norte, han demostrado la eficacia
de las técnicas paleolimnoldgicas para reconstruir cambios ambientales asociados a actividades humanas locales
recientes (Michelutti et al., 2007). Estos hallazgos se reflejan en cambios a nivel de las comunidades fitoplancténicas y en
la productividad del sistema (Schindler et al. 1974; Holmgren, 1984), ademds de detectarse incrementos en las
concentraciones de metales derivados de la actividad antropogénica (Outridge et al., 2002; Hermanson & Brozowski, 2005).

Existen diversos indicadores sedimentarios empelados como proxis para reconstruir las condiciones ambientales del
pasado, de los cuales en el presente proyecto se empelaron los siguientes:

Materia orgdnica: las técnicas empleadas para determinar el origen de la materia orgdnica, consisten en determinar el
contenido de carbono (C) y nitrégeno (N) orgdnico total (Yamamuro & Kayanne, 1995) lo que permite cuantificar la relacion
C/Ny en base a esto inferir su origen (Bertrand et al., 2010).

Isotopos estables de Cy N (?13C y ?15N): permiten reconstruir procesos ambientales por ejemplo a partir de los cambios
en los valores de ?13C, utilizados para identificar variaciones en la produccién primaria del sistema (Finkenbinder et al.,
2015). Mientras que variaciones en los valores de ?15N infieren las fuentes del nitrégeno suministrado a los lagos (Hu et al.,
2001; Meyers & Teranes, 2001).

Composicidn quinica del sedimento: la determinacién de los elementos quimicos del sedimento permite detectar eventos
relacionados a ciertas actividades antropogénicas que liberan metales a la atmésfera, por ejemplo el uso de
combustibles, que implica la combustion del carbono liberando metales pesados (Pacyna et al., 2010). Conocer los niveles
naturales de metales permite cuantificar la contribucidén antropogénica a la concentracién de los metales en los
sedimentos, mediante el cdlculo de factores de enriguecimiento (Hilton et al., 1985).
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Pigmentos fosiles: conservan un registro de los organismos fotosintéticos del pasado en los ecosistemas acudticos
(Leavitt & Hodgson, 2001). Aquellos pigmentos generales como la clorofila ay el ? caroteno son buenos indicadores de
cambios en la productividad del sistema, mientras que otros carotenoides especificos de grupos de fitoplancton suelen
emplearse como biomarcadores reportando cambios en la composicion de la comunidad (Leavitt & Hodgson, 2001).
Trabajos previos llevados a cabo en lagos Articos han encontrado cambios en el fitoplancton como resultado de los
impactos antropogénicos (Antoniades et al., 2011).

ADN bacteriano antiguo (ADNa): permite detectar cambios sobre las comunidades bacterianas (Pedersen et al., 2015), asi
como estudiar procesos de extincion y colonizacidn de grupos taxonémicos especificos (Mergeay et al., 2007). Una exacta
obtencion y andlisis del ADNa depende de su estabilidad y preservaciéon en el sedimento. Un factor favorable para la
preservacion del ADNa son las constantes bajas temperaturas caracteristicas de los lagos polares, pudiéndose preservar
por miles de afos (Coolen, 2004; Coolen & Gibson, 2009).

Debido a las elevadas tasas de crecimiento y a los reajustes metabdlicos que poseen las bacterias, responden
rapidamente a los cambios ambientales por ejemplo aquellos relacionados a las actividades antropogénicas (Hartmann et
al,, 2012), haciéndolas excelentes indicadores. Resulta fundamental empelar métodos moleculares que se basen en la
amplificacién por PCR (reaccidn en cadena de la ADN polimerasa), de pequefos fragmentos de ADN (Coolen & Gibson 2009).
El gen mds ampliamente empleado en ecologia microbiana para la deteccidn e identificacion de bacterias en muestras
ambientales es el que codifica para el ARN ribosomal 16S (ARNr 16S). Este gen posee nueve regiones nucleotidicas
hipervariables flanqueadas por regiones conservadas posibilitando su amplificaciéon por PCR empelando primers
especificos para dichas secuencias diana (Chakravorty et al., 2007). Debido los éptimos tamafos de las regiones
hipervariables (aprox. entre 200 y 700 pares de bases), el acceso a este marcador molecular junto a su posterior
secuenciacién masiva constituye una herramienta ideal para el andlisis del ADNa (Kim et al., 2011). En este sentido, la
secuenciaciéon masiva posibilita explorar con gran precisién la riqueza de especies, la abundancia y la composicién de las
comunidades bacterianas incluyendo el acceso a los miembros de la comunidad presentes en muy bajas abundancias.

El objetivo de este proyecto fue determinar la diversidad de microorganismos del presente y del pasado en siete lagos de
la Peninsula Fildes: cinco cercanos a las bases de investigacion y dos mds alejados. Asimismo, dilucidar el grado de
degradacidn de los lagos en estudio a causa de los efectos antropogénicos.

Se espera reconstruir a las comunidades bacterianas y del fitoplancton de los lagos en estudio, antes y durante la
presencia humana, asi como identificar poblaciones de microorganismos diferencialmente representadas antes y después
de la intensificacién de las actividades humanas.

Las muestras del pasado correspondientes tanto a periodos previos como posteriores al establecimiento de las bases
cientificas fueron obtenidas en un primer muestreo mediante la toma de testigos de sedimento de los siete lagos en
estudio. A partir de los testigos se obtuvo los siguientes datos: modelos de edad mediante la datacién del sedimento con
210Pb, composicién quimica mediante fluorescencia de rayos X (XRF), concentracién de C y N, ?13C y ?15N, diversidad y
biomasa del fitoplancton mediante andlisis de pigmentos fdsiles por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia) y
diversidad bacteriana mediante amplificacion del gen ribosomal 16S. El andlisis de los pigmentos fdsiles se llevd a cabo
con el objetivo de determinar posibles cambios en los estados tréficos de los lagos de la peninsula Fildes durante el siglo
pasado, ademds de explorar los cambios por parte de las comunidades fitoplancténicas y como dichos cambios se
relacionan con la intensificacidn de las actividades humanas en la regidn. En tanto que el andlisis del ADNa se empled
para evidenciar cambios en la composicién de la comunidad bacteriana durante el Ultimo siglo, asi como bacterias
bioindicadoras de contaminacidn.

Asimismo, de manera de cubrir dos estaciones (previo y posterior al verano) e incluir las variabilidades estacionales de
las comunidades del presente, se realizaron dos muestreos en el cual se tomaron muestras de agua superficial de los
lagos. Cabe destacar que la época permitida para ingresar a la Antdrtida es durante el periodo primavera- verano. Dichas
muestras de agua fueron procesadas para analizar los pigmentos y extraer el ADN bacteriano al igual que para las
muestras de sedimento, pero con el objetivo de conocer la diversidad microbiana del presente.

Este proyecto constituye un importante avance en el estudio de la calidad ambiental de la peninsula Fildes, lo que ayudard
a comprender como los cambios ambientales consecuentes de las actividades humanas han afectado localmente al
paisaje y como este podria responder frente a futuros cambios. Ademds, dado que los lagos en estudio son un reservorio
de agua para las bases de la regién, conocer cémo responden a los impactos antropogénicos y a los procesos naturales a
lo largo del tiempo, posibilita evaluar su sustentabilidad como servicio a largo plazo.
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Metodologia/diseiio del estudio

El sistema de estudio estd comprendido por siete lagos de la Peninsula Fildes: cinco de ellos son o han sido utilizados como
suministro de agua para las diferentes bases cientificas: Lago Uruguay (UY, Base Uruguaya Artigas), Lago Kitiesh (KIT,
Base Chilena Comandante Frei y Base Rusa Bellingshausen), Laguna las Estrellas (LE, Base Chilena Escudero), Lago Xihu
(XIH, Base China Gran Muralla) y Lago Hotel (HOT, suministraba agua al aeropuerto). Se incluirdn también dos lagos
distantes a las bases (aprox. 3 km) que no son empleados como suministro de agua para las bases: Lago Mondsee (MON) y
Lago Jurdsico (JUR).

Obtencién de testigos de sedimento

Los testigos de sedimento se obtuvieron durante noviembre y diciembre de 2016 mediante un corer de percusién
perforando previamente la cubierta de hielo con un taladro manual.

Luego de la toma de los testigos, la superficie del sedimento de cada testigo se estabilizé con Zorbitrol para facilitar el
transporte (Tomkins et al., 2008). Para la datacién del sedimento se generaron sub-muestras a finos intervalos (2mm) con
el fin de asegurar una alta resolucién temporal en un sistema con extremadamente bajas tasas de sedimentacién.
Asimismo, se seccionaron sub-muestras a las mismas alturas del testigo para los restantes marcadores sedimentarios
que se analizaron. Luego de tener la datacidn de cada profundidad de sedimento se seleccionaron las sub-muestras de
interés, de manera de cubrir un lapso adecuado para la evaluacién de los cambios en las comunidades microbianas,
mediante el andlisis de pigmentos fdsiles y el andlisis de la diversidad bacteriana a partir del ADNa.

Obtencidn de muestras de agua

Las muestras de agua para las extracciones de ADN y pigmentos se recogieron de la superficie en el sitio mds profundo
de cada lago. Se cubrieron dos periodos de muestreo: en la primavera austral de 2017 (del 23 de noviembre al 17 de
diciembre), cuando todos los lagos estaban cubiertos de hielo (cubierta de hielo comprendida entre 0.80 —1.60 m), y en el
otofio de 2018 (del 17 al 23 de abril) después del verano austral, cuando los lagos estaban libres de hielo o tenian una capa
de hielo de hasta 0.55 m de espesor. Cuando los lagos estaban cubiertos de hielo se perforaron con un taladro manual para
tomar las muestras de agua inmediatamente por debajo de la capa de hielo.

La temperatura, el pH, la conductividad especifica y el oxigeno disuelto se midieron con una sonda YSI QS. Las muestras
de agua se tomaron con un muestreador Kemmerer de 6.2 L, se transfirieron a recipientes de pldstico lavados con dcido y
se transportaron en oscuridad al laboratorio de la Base Artigas. En el laboratorio la fraccién de fitoplancton se capturéd
filtrando entre 215 y 1000 ml de agua por lago a través de filtros de microfibra de vidrio GF/F con un tamano de poro
nominal de 0,7 ?m, por duplicado o triplicado dependiendo del volumen filtrado. Se filtraron entre 250 y 1000 ml de agua (por
duplicado o triplicado) a través de filtros de celulosa de 0,45 ?m para capturar la fraccién bacteriana. Los filtros se
almacenaron congelados y en la oscuridad hasta su andlisis. El tamano de la muestra en cada caso representé el volumen
maximo de agua que podia pasar por el filtro hasta su obstruccion.

Andlisis del fitoplancton

Los pigmentos sedimentarios y los de las muestras de agua se determinaron mediante HPLC la cual permite separar y
cuantificacion individualmente marcadores como la clorofila y los carotenoides a partir de muestras complejas (Jeffrey et
al., 1997). Los pigmentos fueron extraidos a partir de los filtros de microfibra de vidrio obtenidos durante los muestreos y a
partir de 0.5 gr de muestras de sedimento. Brevemente, los filtros fueron sonicados en metanol al 95% mientras que el
sedimento previamente liofilizado se sonicd en acetona al 90 %. Los extractos resultantes de los filtros fueron luego
incubados bajo gas argdn en bano de hielo durante 30 min, mientras que los del sedimento se incubaron overnight a -20 °C.
A continuacion, los extractos se lavaron por centrifugacion y se filtraron en viales a través de filtros de PTFE de 0.2 ?my
se colocaron en viales de HPLC bajo gas argén. Las muestras se inyectaron en un HPLC Thermo Fisher Accela 600
equipado con un automuestreador, una columna Hypersil Gold C8 (de 3 m de tamaiio de poro), una matriz de fotodiodos
(PDA) y un detector de fluorescencia, utilizando el protocolo de disolventes en fase inversa de Zapata et al. (2000). Los
picos del HPLC se detectaron mediante espectroscopia de matriz de diodos (350-750 nm) ajustada a una anchura de
hendidura de 1 nm, y los cromatogramas de absorbancia se obtuvieron a 450 nm. Las clorofilas también se detectaron por
fluorescencia (excitacion, 440 nm; emisién, 650 nm). Los pigmentos se identificaron y cuantificaron a partir de los tiempos
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de retencion y de los cromatogramas de absorbancia utilizando estdndares de referencia de Sigma Inc. (St. Louis, MO,
EE.UU.) y DHI Water & Environment (Hgrsholm, Dinamarca); las concentraciones de carotenoides no identificados se
calcularon utilizando el coeficiente de calibracién del ?-caroteno.

Finalmente, la concentracién de pigmentos sedimentarios se corrigié en base al contenido de carbono orgdnico total,
evitando posibles errores en la estimacién de la concentracién de pigmentos a causa de las variaciones en las tasas de
sedimentacion inorgdnicas (Leavitt & Hodgson 2001). La materia orgdnica del sedimento se determiné con un analizador
elemental para determinar el contenido de carbono y nitrégeno total.

Andlisis del bacterioplancton

La extraccion del ADN se llevé a cabo mediante un protocolo de extraccidn modificado por Martinez de la Escalera et al.,
(2014) empleando un homogeneizador FastPrep. Brevemente, 1 gr de sedimento y los filtros de 0.45 um de las muestras de
agua fueron homogeneizados con un buffer de extraccidn de ADN y con perlas de cerdmica para la disrupcion fisica. Luego
de su homogeneizacion, se realizaron sucesivos lavados por centrifugacion con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y una
fase final de precipitacion del ADN con isopropanol a temperatura ambiente durante 24 hrs. Finalmente, el precipitado se
lavé por centrifugacion con etanol frio, se secd y se resuspendidn en agua overnight a 4 °C. La concentracidn y la pureza
del ADN se determinaron espectrofotométricamente a 260y 280 nm, y su calidad se comprobé mediante la amplificacién
de una region variable (V4) del gen ribosomal 16S. Los productos de la PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en tampoén TBE 0,5X. Las muestras de ADN se enviaron a un centro de secuenciacién masiva para la
secuenciacion por pares illumina MiSeq de la regidn V4, utilizando los primers 515F y 806R.

Andlisis bioinformdtico

Una vez obtenida la informacién de la secuenciacion en formato FASTA, se efectud el andlisis informdtico que permitié
identificar y cuantificar la abundancia relativa de los taxones microbianos presentes en las muestras. Esto se efectud
mediante la creacién de ASVs (variantes de la secuencia del amplicén), procesando los amplicones en R con DADA2
(Callahan et al., 2016) siguiendo una version modificada del flujo de trabajo de DADA2 Bioconductor (Callahan et al., 2017).
Brevemente, las lecturas fueron filtradas y recortadas por la funcién filterAndTrim basada en la puntuacion de calidad que
estima la probabilidad de error de la secuencia de ADN. Se eliminaron las lecturas con un error mdximo esperado
(maxEE) superior a 2 y basdndose en los perfiles de calidad, las lecturas se truncaron en 200 y 150 pb para las lecturas
forward y reverse respectivamente. Las variaciones de las secuencias se dedujeron con las funciones learnerrors y dada.
Se eliminaron las secuencias quiméricas y se asigné la taxonomia de reino a género con assignTaxonomy, basdndose en
la base de datos SILVA (v138). Se eliminaron las secuencias ASVs asignadas como Archaea, Chloroplasts y Mitochondria.

Andlisis estadisticos

Se estimo la diversidad alfa y beta en ambas comunidades microbianas evaluadas (fitoplancton y bacterioplancton). Para
esto, se emplearon los indices de diversidad alfa Shannon, Simpson, riqueza y equitatividad, asi como las curvas de
rarefaccién para los datos de bacterioplancton. La diversidad beta se estimé mediante andlisis de redundancia basado en
matrices de disimilitud Bray Curtis (db-RDA), relacionando la diversidad beta con las diferentes variables ambientales y
geoquimicas obtenidas. Asimismo, la diversidad beta se midié mediante el indice LCBD (local contribution to beta diversity)
(Dray et al., 2018), que permite detectar las muestras con mayor contribucién a la varianza total de los datos.

Finalmente, se empled el método IndVal para identificar especies de bacterias bioindicadoras (Dufréne & Legendre, 1997).

Resultados, andlisis y discusién

En base a los resultados de concentracion de Chl a, los lagos en estudio fueron ultra-oligotréficos indicando una baja
biomasa del fitoplancton. En promedio, los valores de chl a en todos los lagos fueron de 0.42 ? 0.34 7g L-1 en primavera y
de 0.85? 0.24 7g L-1 en otoho, sin considerar los valores extremos encontrados en HOT tanto en primavera como en otono
(0.11y12.76 ?g L-1 respectivamente). MON fue el Gnico lago que no mostré diferencias entre estaciones.

Los pigmentos de los grupos de fitoplancton Chlorophyceae, Prasinophyceae y Euglenophyta dominaron en ambas
estaciones y en la mayoria de los lagos, con proporciones entre el 41y el 87 % sobre el total de los grupos. Los pigmentos
Chl by luteing, principalmente derivados de Chlorophyceae, fueron los pigmentos dominantes y fueron mds abundantes en
otono en relacién a primavera, mientras que en primavera hubo un aumento en la proporcién de los otros pigmentos.

6/13



La composicion de la comunidad del fitoplancton se vio estructurada por las variables conductividad especifica,
temperatura y el grosos de la cubierta de hielo presente en los lagos. La conductividad especifica fue la variable mds
fuertemente relacionada con el primer eje db-RDA, controlada en gran medida por la influencia del HOT en otofio. La
temperatura y el grosor del hielo tuvieron la mayor influencia en la dispersién de los sitios a lo largo del segundo eje del
db-RDA, generando dos grupos de muestras: uno con todos los lagos en otoio y MON en primavera, y otro que incluyé los
otros cuatro lagos en primavera.

La diversidad beta espacial para el fitoplancton varié poco entre ambas estaciones, con un valor mds alto en primavera
cuando todos los lagos estaban cubiertos de hielo (0.21), disminuyendo en otofio (0.10). En primavera, LE tuvo un LCBD
significativamente mayor que los otros lagos para esta estacién (p = 0.01). Luego, JUR en primavera y HOT en otofo
tuvieron indices de LCBD altos, pero no significativos (p = 0.176 y 0.08, respectivamente).

Diversidad del bacterioplancton

Se obtuvo un total de 672.606 reads representando 3349 ASVs. Las curvas de rarefaccidon basadas en ASVs observadas
(riqueza) alcanzaron mesetas, indicando que la profundidad de secuenciacidn fue suficiente para capturar la diversidad.
La diversidad alfa del bacterioplancton fue mayor en primavera (cuando todos los lagos estdn cubiertos de hielo) que en
otofo. La diversidad de Shannon y la equitatividad fueron significativamente mds altas en primavera que en otofio (p =
0.008 y 0.047, respectivamente), mientras que las diferencias entre estaciones en la riqueza no fueron significativas (p =
0.2) y fueron marginalmente significativas (p = 0.06) para la diversidad de Simpson.

Las variables conductividad especifica y grosor de la cubierta de hielo estructuraron significativamente a la comunidad
del bacterioplancton evidencidndose en el modelo db-RDA. En cuanto a la diversidad del bacterioplancton, las muestras se
separaron segun la estacién a lo largo del primer eje, pero con una gran dispersion para la primavera a lo largo del
segundo eje. El primer eje db-RDA se relaciond con el espesor del hielo, mientras que el segundo eje con la conductividad
especifica y reflejé en gran medida los valores mds altos de HOT.

La diversidad beta total del bacterioplancton fue mayor que la observada para el fitoplancton, siendo mayor en primavera
que en otofo (0.54 y 0.37, respectivamente). Las mayores contribuciones a esta diversidad beta fueron dadas por HOT y
LE que mostraron una LCBD significativamente mayor en primavera (p = 0.007). HOT también tuvo una LCBD
significativamente mayor en otofio (p = 0.007).

Debido a que la ordenacién inicial de la diversidad del bacterioplancton mediante el andlisis db-RDA indicd que las
principales similitudes fueron entre estaciones y no entre sitios individuales de diferentes estaciones, los sitios se
asignaron a dos grupos basados en la estacidn para el andlisis de IndVal. Estos resultados de IndVal incluyeron 42 ASVs
indicadores en primavera, con dominancia de las clases Gammaproteobacteria (14 ASVs), Alphaproteobacteria (7 ASVs)
(ambos del phylum Proteobacteria) y Bacteroidia (9 ASVs) (phylum Bacteroidota). Las Gammaproteobacteria fueron del
orden Burkholderiales, pertenecientes al género Rhodoferax, Aquaspirillum arcticum y Polaromonas. La mayoria de los
representantes de la clase Bacteroidia pertenecieron al orden Flavobacteriales de los géneros Flavobacterium, luego del
orden Chitinophagales y del orden Cytophagales (género Algoriphagus). Finalmente, los miembros de la clase
Alphaproteobacteria fueron los mds diversos, incluyendo miembros de los 6rdenes Rhodobacterales (género
Pseudorhodobacter), Sphingomonadales (género Polymorphobacter), Reyranellales (género Reyranella) y Acetobacterales
(género Rhodovastum).

Para el otofio, se identificaron 17 ASVs indicadores, representados por las clases Bacteroidia (8 ASVs), Verrucomicrobiae
(5 ASVs) y Actinobacteria (4 ASVs) (del phylum Bacteroidota, Verrucomicrobiota y Actinobacteriota respectivamente).
Aunque la clase Bacteroidia también representé especies indicadoras de primavera, los miembros de esta clase en otono
correspondieron a los drdenes Cytophagales (género Pseudarcicella), Chitinophagales (género Sediminibacterium) y
Sphingobacteriales. Los indicadores de la clase Actinobacteria fueron de los 6rdenes Micrococcales y Frankiales.
Finalmente, la mayoria de los taxones indicadores de otofo de la clase Verrucomicrobiae no fueron asignados a ningln
orden.

Si bien la composicién del bacterioplancton se estructurd principalmente entre estaciones, hubo lagos que se destacaron
por el predominio de ciertos grupos, como se observé en HOT y LE. Por ejemplo, las bacterias oxidantes de metano (género
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Methylobacter de la familia Methylomonadaceae) y las bacterias del azufre (reductoras de sulfato: familias
Geobacteraceae, Desulfurivibrionaceae y Desulfocapsaceae; oxidantes del azufre: familias Rhodobacteraceae,
Rhodocyclaceae y Sulfurimonadaceae), dominaron en HOT en primavera. Asimismo, la mayor variacién observada en LE
en primavera, se debié a la dominancia de algunas familias de bacterias, por ejemplo, Acidobacteriaceae,
Blastocatellaceae, Chthoniobacteraceae, Frankiaceae y Xanthobacteraceae.

Los resultados aqui obtenidos tanto para el fitoplancton como para el bacterioplancton de las comunidades del presente
indican que el derretimiento de la cubierta del hielo durante el verano en los lagos de la Peninsula Fildes estructura
notoriamente su diversidad en términos de riqueza, equitatividad y composicion de sus comunidades bacterianas.

Asimismo, ciertos lagos se destacaron por presentar diferencias en relacién con lo observado en la mayoria de los lagos.
Por ejemplo, la comunidad microbiana de HOT difirié respecto a los demds lagos, la conductividad mostré un efecto
significativo sobre su comunidad microbiana y la concentracién de chl a en otofio fue extremadamente elevada en
comparacion con el resto. Existe previa evidencia de contaminacidn en dicho lago debido a la alta concentracién de
metales pesados (Peter et al., 2013). Se sabe que el transporte es una de las actividades que mds altera al medio ambiente
en la Peninsula Fildes (Peter et al., 2013), y algunos contaminantes son comunes en la gasolina. Asi, la proximidad del HOT
al aeropuerto podria implicar la presencia de contaminantes derivados del petréleo.

Resultados de muestras de sedimento

Aligual que en las muestras de agua, los pigmentos fotosintéticos dominantes en las muestras del pasado pertenecieron al
grupo Chlorophyceae. Por otro lado, las distintas comunidades del fitoplancton presentaron fluctuaciones a lo largo del
tiempo siguiendo patrones diferentes en algunos lagos. En los lagos HOT, LE y UY se observé un incremento en todos los
pigmentos en las muestras mds modernas (aprox. afo 2000), indicando un incremento en la biomasa total del fitoplancton.
Luego, el lago MON presenté un incremento en la biomasa fitoplanctdnica a partir de 1970 que luego decae en el 2000 y
vuelve a incrementar en el 2015, XIH presento sus mdximos valores entre los afos 1980 y 2011, y KIT presentd un aumento
en la biomasa a partir de 1990 que luego decae en el 2000 y vuelve a aumentar en la muestra mas actual (afo 2014).
Finalmente, los pigmentos en JUR se encontraron por debajo del limite de deteccidn por lo que no se cuentan con resultados
para dicho lago.

Los resultados de la diversidad del bacterioplancton del pasado son preliminares ya que se estdn analizando actualmente.
Brevemente, se observé que la composicion de la comunidad bacteriana varié en todos los lagos aprox. en el aio 1980.
Luego se observaron diferencias puntuales para cada lago, por ejemplo, en MON un cambio significativo en la composicién
de la comunidad en el aiio 2014, asi como un aumento en la riqueza y en la equitatividad. Por otro lado, en todos los lagos a
excepcion de UY se observo un incremento en la riqueza aproximadamente a partir de 1980, en tanto que en UY se aprecia
un incremento, pero a partir de 1990. Finalmente, la riqueza decae en las muestras mas modernas (aprox. afo 2000), en
todos los lagos menos en KIT que disminuye en 1995 y luego vuelve a incrementar en la muestra mas moderna
correspondiente al afo 2014.

Los resultados geoquimicos indican un incremento en la concentracion de ciertos metales (Cu, Zn) en afios recientes para
algunos de los lagos. Esto podria relacionarse con un aumento en las actividades humanas dado que dichos metales estdn
presentes en la gasolina. Un resultado que apoya esta conclusion fue el hallazgo en LE de ciertas especies de diatomeas
tolerantes a la contaminacién por metales (datos otorgados por Samuel Yergeau).

Conclusiones y recomendaciones

El aumento de la concentracion de clorofila en el periodo post-verano, podria confirmar un aumento de nutrientes debido a
la escorrentia durante el verano por la pérdida de la cubierta de hielo, lo que resulta en un aumento de la biomasa como
consecuencia de un efecto estimulante en la comunidad del fitoplancton. Un aumento en la productividad en la columna de
agua de los lagos durante la transicion a los periodos libres de hielo debido a la alta disponibilidad de luz y flujos de
nutrientes aldctonos, ha sido demostrado previamente en lagos de la Peninsula Byers (Antdrtida) (Lépez-Bueno et al., 2009;
Rochera et al., 2010). El hecho de que tanto la clorofila como la comunidad fitoplancténica de MON no varien con las
estaciones del ano como en el resto de los lagos, podria implicar que este lago no recibe el mismo aporte de nutrientes
durante el verano que los otros lagos. Debido a que este lago es uno de los mds alejados de las estaciones, los nutrientes
que se depositan en las cuencas lacustres pueden estar asociados a las actividades humanas en las estaciones.
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Si bien la linea de algas verdes (Chlorophyceae, Prasinophyceae y Euglenophyta) y en particular el grupo Chlorophyceae
dominé en ambas estaciones, se observo un aumento relativo de este grupo en el otono, luego del deshielo durante el
verano. Estudios anteriores en lagos antdrticos relacionan la dominancia de Chlorophyceae con sitios impactados por
nutrientes (Hawes 1990; Mataloni et al. 1998; Izaguirre et al. 2012; Allende y Mataloni 2013), por ejemplo, en verano cuando
los lagos estan libres de hielo (Izaguirre et al., 1998, Vinocur y Unrein, 2000). Asi, nuestros resultados apoyan la hipdtesis
de un aumento de nutrientes durante el verano.

La disminucidn de la diversidad del bacterioplancton en otono puede explicarse por un enriquecimiento de nutrientes debido
al aumento de la escorrentia durante el verano, cuando los lagos estaban libres de hielo. Una menor riqueza del
bacterioplancton debido al enriquecimiento con nutrientes se ha observado previamente en otros lagos de la PA, como
consecuencia de la presencia de fauna marina (Pearce et al., 2005; Villaescusa & Casamayor, 2010). Ademds, un estudio
anterior en uno de los lagos aqui estudiados (UY), que empled un enfoque paleolimnolégico y el mismo método molecular
para la diversidad bacteriana al nuestro, encontré una relacion entre la pérdida de diversidad y de riqueza bacteriana con
el aumento de la sedimentacion (Garcia-Rodriguez et al., 2021). Esto también se relacioné con un evento de eutrofizacidn,
producto de la retraccién del glaciar Collins circundante como consecuencia del calentamiento global principalmente desde
1984 (Garcia-Rodriguez et al., 2021).

La identificacidn de especies indicadoras de bacterioplancton para cada estacion mediante el enfoque IndVal sugiere que
cada estacion alberga una poblacién microbiana Gnica debido a nichos confinados bajo presiones de seleccidn. Por otro
lado, los grupos de bacterias indicadoras de primavera se relacionan con condiciones de oligotrofia, en tanto que las
especies indicadoras de otono son grupos previamente aisladas del suelo. Esto ultimo implica que su presencia en lagos se
atribuye principalmente a la escorrentia y a la deposicidn eélica (Beall et al., 2016). Finalmente, el grupo Verrucomicrobia
indicador de la estacidn otofio y también importante representante de las comunidades del suelo (Bergmann et al., 2011), se
encuentra asimismo presente en ambientes acudticos donde metaboliza diversos polisacdridos (Martinez-Garcia et al.,
2012). La taxonomia no asignada a la mayoria de los miembros de dicho grupo sugiere taxones atn no descritos que
podrian implicar grupos bacterianos con nuevas adaptaciones tal vez relacionadas con la hidrélisis de compuestos que
ingresan a los lagos.

La elevada diversidad microbiana y sus respuestas a los aumentos en los aportes de nutrientes, permite que los
ecosistemas acudticos y sus comunidades microbianas sean centinelas del cambio ambiental en esta zona de estudio
destacada por un rdpido calentamiento.

Los resultados obtenidos aqui para las muestras de agua en un periodo estacional sientan las bases para entender las
consecuencias futuras en un contexto de aceleracién del deshielo y retroceso de los glaciares ante el actual calentamiento
global. Una reduccidn en la diversidad microbiana implicaria cambios en las funciones del ecosistema. Ademds, el
aumento de la escorrentia debido a la aceleraciéon del deshielo, junto con la presencia de contaminantes por el aumento de
las actividades humanas en la zona, generard mds cambios que adn no podemos predecir.

Los presentes resultados de las muestras del presente (muestras de agua) serdn sometidas en breve a una revista
cientifica arbitrada, mientras que los datos del pasado (muestras de sedimento) estdn siendo analizados para someterlos
a dos posibles publicaciones cientificas.
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