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peroxido de hidrogeno y efectos potenciales sobre el plancton en el Canal
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MARCELO HERNANDO® 2, GUSTAVO FERREYRA? & GABRIELA MALANGA* "

1Comision Nacional de Energia Atémica, Dpto. Radiobiologia, Av. Gral Paz 1499 (B1650), Buenos Aires, Argentina
2Facultad de Medicina, Universidad de Mordn, Cabildo 134 (1708), Bs As, Argentina
3Institut de Sciences de la Mer de Rimouski, Université du Québec a Rimouski, 310 allée des Ursulines, Canada
4Fisicoquimica-PRALIB, FFyB, UBA CONICET
“Autor correspondiente: gmalanga@ffyb.uba.ar

RESUMEN

Se analizé la produccion de peroxido de hidrégeno (H,0,) en funcion de la dosis de radiacién solar en aguas del Canal
Beagle, en la desembocadura del Rio Lapataia, Ushuaia (Tierra del Fuego, Argentina). El estudio se realiz6 entre
Octubre y Noviembre de 2004. Durante dicho periodo se produce anualmente una disminucion en la concentracion del
ozono estratosférico, lo que ocasiona un aumento en las dosis de radiacion ultravioleta B (RUVB, 280-320 nm) incidente
en la superficie de la tierra, en relacion al resto de las longitudes de onda del espectro solar (radiacion ultravioleta
A [RUVA, 320-400 nm] y radiacién visible [RVis, 400-700 nm]). Se observaron diferencias significativas en la foto-
oxidacion del carbono organico disuelto (COD) cuando se comparé la exposicion a toda la radiacion solar contra la
exposicion a longitudes de onda mayores a 295 nm y a 320 nm. Este tipo de respuesta correspondio a la exposicién a
dosis mayores de 21 k] m2 de RUVB. La foto-produccion en aguas del Canal Beagle tiene niveles bajos (concentracion
maxima de Hy,O, promedio observada luego de la exposicion a la radiacion solar de 40 nM) probablemente debido a
las bajas concentraciones de COD determinadas, a su baja reactividad o ambas razones. Esto explica la ausencia de
potencial dafio oxidativo en el plancton de la zona expuesto a las concentraciones maximas de H,O, observadas.

Palabras clave: COD, fitoplancton, ozono, peréxido de hidrogeno, RUVB.

ABSTRACT

The production of hydrogen peroxide (H,0,) based on solar radiation was analyzed in waters of the Beagle Channel
at the mouth of the Lapataia River, Ushuaia, Tierra del Fuego. Between October and November 2004, we incubated
the samples in coincidence with the spring stratospheric ozone depletion, which regularly produces an increase in
the doses of ultraviolet radiation B (RUVB, 280-320 nm). Significant differences were observed in the photo-oxidation
of dissolved organic carbon (COD) comparing the exposure to the total solar radiation against the exposure to > 295
nm and to > 320 nm wavelengths. Such effect was observed with RUVB doses higher than 21 k] m?. No biological
degradation was observed in absence of sunlight. It was determined a maximum H,O, concentration of 40 nM in
average after exposure to the solar radiation regardless of the dose received. The photo-production of H,O, in waters of
the Beagle Channel showed low levels, probably due to the low COD concentrations, to its weak reactivity, or to both.
Considering that only high concentrations of H,0, induce oxidative damage, we failed to find potential oxidative effects
on the studied plankton communities from the Beagle Channel when were exposed to the highest H,O, concentrations
previously observed.

Key words: COD, hydrogen peroxide, ozone, phytoplankton, RUVB.

INTRODUCCION de 10-100 nM (Moore et al. 1993; Petasne &

Zika 1997; Hanson et al. 2001). Las fuentes

El peroxido de hidrégeno (H;03) es un principales del mismo en los ambientes marinos
compuesto que puede ser encontrado en la  son la produccién fotoquimica in situ (Cooper
superficie de los océanos en concentraciones et al. 1988; Wong & Wong, 2001), la deposicion
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atmosférica (Abele et al. 1999; Hanson et al.
2001) y la produccién bioldgica (Palenik &
Morel 1988; Hanson et al. 2001; Steigenberger
et al. 2010). Sin embargo, la produccién
fotoquimica es la fuente mas importante en
ambientes con fuertes aportes de carbono
organico disuelto (COD), debido a una serie
de reacciones que tienen lugar entre este
ultimo y la radiaciéon ultravioleta (RUV 280-
400 nm), y en particular con la radiaciéon
ultravioleta B (RUVB, 280-320 nm). La relacion
entre la longitud de onda y la formacion de
H,0, esta asociada con la absorbancia de la
luz por las sustancias organicas presentes
en el agua (Sikorski & Zika 1993). Dicha
absorbancia es mayor en las regiones del
RUVB, decrece en la region de la radiacion
ultravioleta A (RUVA, 320-400 nm) y es menor
a longitudes de onda mayores (> 400 nm)
(Yocis et al. 2000). Este tipo de proceso puede
influenciar significativamente los ambientes
acuaticos. Cooper et al. (1988) encontraron
una correlacion positiva entre la tasa de
acumulacion de H,0, y el COD presente en
superficie y sub-superficialmente irradiando
agua de mar con luz solar, utilizando tubos
de cuarzo. Sin embargo, hasta el presente
se han realizado pocos estudios para evaluar
la produccion in situ de H,0,. Los datos de
concentracion de H,0, en el Océano Atlantico
son escasos (Gerringa et al. 2004). Lean et al.
(1994) estudiando dos lagos, determinaron que
la distribuciéon del H,O, en la columna de agua
dependia de: i) la mayor produccién cerca de
la superficie (generalmente menos de 1 metro)
debido a una menor atenuacion de la RUV, ii)
la mezcla en la columna de agua en funciéon
de la velocidad del viento y iii) la actividad
microbiana, que provoca su degradacion.

El H,0, tiene una vida relativamente
larga (t,, = 4-24 h) (Lean et al. 1994). Las
concentraciones de H,0, en el medio acuatico
podrian afectar a los ecosistemas marinos
indirectamente al modificar la especiacion
de los metales traza. Croot et al. (2005)
estudiaron el efecto de oxidaciéon del Fe
(II) por HyO, en el marco de un estudio a
meso-escala de enriquecimiento de Fe en el
frente Polar (Antartida) y demostraron que
la oxidacién del mismo puede ser transferida
rapidamente hacia una forma no disponible
para el fitoplancton (Sarthou et al. 1997). Esto
afecta su disponibilidad bioldgica y/o toxicidad

influenciando a los organismos (King & Farlow,
2000). Por otro lado, altas concentraciones de
H,0, pueden producir efectos deletéreos en
sistemas bioléogicos, causando por ejemplo,
dano oxidativo en las membranas celulares (Yu
1994; Sue Goo Rhee et al. 2010), mutagénesis
y blanqueamiento de la clorofila (Chen et al.
2006).

Los multiples efectos biolégicos de la
RUVB pueden ser directos o indirectos. El
efecto directo de un aumento de la RUVB como
consecuencia de la disminucién del ozono
estratosférico ha sido determinado sobre el
fitoplancton marino antartico y subantartico
(Hernando et al. 1999; 2002; 2011a). Por otro
lado, sus efectos se hacen notar regularmente
sobre el extremo austral de América del Sur
(Orce et al. 2001). La RUV también puede tener
efectos indirectos en ecosistemas acuaticos a
través de la produccién de especies reactivas
del oxigeno (ROS, sigla en inglés), lo que
podria conducir a una situacion de estrés
oxidativo al exceder la capacidad antioxidante
de diversos organismos (Foyer et al. 1994; Yocis
et al. 2000).

Dentro del marco de esta problematica,
los objetivos del presente trabajo fueron
estudiar la formaciéon de H,0, a partir de la
degradacion fotoquimica del COD por la RUVB
en el Canal Beagle, y evaluar el posible dano
oxidativo sobre comunidades planctonicas Sub-
Antarticas, considerando el rango natural de
concentraciones de H,0, determinadas a partir
del objetivo precedente.

METODOS

Diseiio experimental

Todos los experimentos fueron realizados en la zona del
Canal Beagle, en el Centro Austral de Investigaciones
Cientificas (CADIC, Ushuaia, 54°52’ S, 68°18’ W; Figura
1).

Las muestras de agua fueron obtenidas en
Bahia Lapataia donde el aporte de materia organica
debido a la presencia de agua de deshielo es muy
importante. Durante el deshielo (Octubre 2004) se
evaluaron tres sitios de muestreo: i) zona adyacente a
la desembocadura del Rio Lapataia, ii) zona intermedia
entre el Canal Beagle y la desembocadura de dicho
rio y iii) en una zona cercana al Canal Beagle saliendo
de la Bahia Lapataia (Figura 1). De cada lugar de
muestreo se tomaron 20 litros de muestra. Una
sub-muestra se utilizd para el analisis de COD y el
remanente se congel6 a -20 °C. Una vez determinada la
zona de mayor concentraciéon de COD se descongeld
completamente la muestra correspondiente, asegurando
una correcta homogeneizacion de la misma y se procedio
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Fig. 1. Sitio de estudio en el Canal Beagle, Tierra del Fuego. (A) zona de toma de muestras de comunidades
planctonicas; (B) zona de toma de muestras de agua para la evaluacion de foto-produccion de HyOo

Study site in the Beagle Channel, Tierra del Fuego. (A) sampling area of plankton samples; (B) sampling area of water for the

H,0, photo-production.

a su procesamiento en el laboratorio. El agua se pre-
filtré por filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F a los
efectos de retirar toda particula mayor a 0.7 ym como
por ejemplo fitoplancton, gran parte de bacterias y
material particulado. Luego, el agua resultante se filtré
nuevamente a través de filtros de acetato de celulosa de
0.45 pm (Millipore HA) para eliminar el bacterioplancton
restante. El agua de este ultimo filtrado fue almacenada
en recipientes Nalgene de 1000 mL (prelavados con
HCl1 1N) y mantenida a -20 °C hasta el momento de los
experimentos. Una de dichas muestras fue nuevamente
analizada para determinar la concentracién inicial y
final (luego de 40 dias de almacenamiento) de COD.
Con este procedimiento nos aseguramos de que en
cada exposicion a la luz solar, el agua tuviese la misma
concentracion de COD y la dosis recibida fuese la tnica
variable analizada en relacién con la formacion de Hy0,.
La concentraciéon de COD en la muestra original fue
determinada en el Instituto Nacional de Ciencia Técnica
Hidricas (Ezeiza, Bs. As.) por el método de combustion
a alta temperatura (Standard Methods Committee 1996).
Con el objetivo de determinar la formacién de
H,0, se realizaron tres tratamientos por cuadruplicado

exponiendo las muestras de agua filtrada a la radiacion
solar. Los mismos se describen a continuacion:

Tratamiento 1 (agua de mar filtrada expuesta a la
totalidad del espectro de la radiacion solar > 280 nm): las
exposiciones se realizaron en tubos cilindricos de cuarzo
de 50 ml (Figura 2).

Tratamiento 2 (agua de mar filtrada expuesta a la
radiacion solar > 295 nm): las exposiciones se realizaron
en tubos cilindricos de Pyrex de 50 ml (Figura 2).

Tratamiento 3 (agua de mar filtrada expuesta a la
radiacion solar > 320 nm): las exposiciones se realizaron
en tubos cilindricos de pyrex de 50 ml. con pre-filtro de
Mylar (DuPont, el cual tiene un 50 % de transmisiéon a
323 nm) (Figura 2).

En el tratamiento control se colocaron muestras de
agua filtrada (como se explico previamente) en tubos sin
exposicion a la luz para verificar que el procedimiento
de filtracién haya sido efectivo en la eliminaciéon de
organismos de las muestras de agua utilizadas para las
incubaciones. Eventualmente, la presencia de bacterias
en el agua incubada para la determinacién de H,0,
hubiese incorporado un error muy significativo en
la interpretaciéon de los resultados. Por otro lado, se



484

100

% e
80 |-

70 | // = Mylar

60 | Cuarzo
-=--- Pyrex
50 / #

40

Transmitancia (%)

30

!
20} !
!

260 300 340 380 420 460 500 540 580 620 660 700
Longitud de onda (nm)

Fig. 2: Caracteristicas de transmision de los diferen-
tes filtros utilizados en los experimentos.

Transmission characteristics for long-pass filters used in the
experiments.

utilizaron para determinar la concentracién inicial de
H202.

Todas las incubaciones se realizaron en bafios de
agua con control de temperatura a 10 °C, siendo esta la
temperatura promedio del Canal Beagle durante el periodo
de experimentacion (Almandoz et al. 2011). EI tiempo de
incubacion fue de tres horas (de 11 a 14 h). Para determinar
dicho periodo de exposicion, se evalu6 la concentracion de
H,0, en el agua de mar expuesta a RUVB, durante tiempos
de incubacion de 30 minutos. La maxima produccion se
determiné luego de tres horas de incubacion; y a partir de
dicho periodo se comenz6 a observar la degradacion de
H,0, con disminucion de su concentracion.

Medicion de la luz solar

La irradiancia solar superficial se midi6 continuamente
con un espectroradiometro GUV (Biospherical
Inc.). Dicho equipo es un radiémetro multicanal con
estabilizador de temperatura que registra irradiancias
mediante canales de un estrecho ancho de banda
(cercano a 10 nm), centrado en aproximadamente 305,
320, 340 y 380 nm, ademas de RVis (Booth et al. 1994)
y programado a una frecuencia de un dato por minuto.
Para el calculo de las dosis experimentales se utilizo la
ecuacion obtenida por Orce y Helbling (1997).

Determinacion H,O,

La concentracion de H,0, se determind a través de
un método fluorométrico segun la técnica descripta
por Pamatmat 1990 y modificada por Abele-Oeschger
et al. (1997). Esta técnica se basa en la oxidacion del
pigmento fluorescente escopoletina (6-metil-7 hidroxil-
1,2-benzopirano) por el H,O, en una reaccion catalizada
por una peroxidasa (peroxidasa de rabano, HRP). Asi la
peroxidasa forma un complejo con el peréxido, tomando
de la escopoletina reducida electrones y protones para la
reduccién del peréxido a agua. La escopoletina oxidada
pierde la fluorescencia. Por lo tanto, lo que se determina
es la reduccion de la misma. Las concentraciones de
H,0, determinadas para cada tratamiento en todos los
experimentos realizados siempre fueron mayores a 5
nM, valor limite de deteccion de acuerdo al método
utilizado.

HERNANDO ET AL.

Efecto del HyO, en comunidades planctonicas

Para evaluar el estrés oxidativo generado en
comunidades plancténicas naturales del Canal Beagle,
se determiné la oxidacion de 2’7-diclorofluoresceina
diacetato (DCF-DA) (Puntarulo & Cederbaum, 1996).
Este indice es una medida directa del contenido de
ROS totales celulares (Malanga 2001). Se expusieron
tres comunidades en los mismos tubos de cuarzo
utilizados en los experimentos de produccién de
H,0,. Las muestras de plancton fueron extraidas a 1
m de profundidad en la zona central del Canal Beagle
(Figura 1) el mismo dia de cada experimento (23, 26
de noviembre y 3 de diciembre de 2004). Se trabajo con
cuatro tratamientos (por cuadruplicado) exponiendo
las muestras a diferentes concentraciones de H,0,, en
correspondencia con las concentraciones determinadas
previamente mediante las incubaciones con agua de mar
filtrada. Dichas concentraciones (tratamientos) fueron 0
(control), 20, 30, 40 y 60 nM H,0,, y fueron preparadas
con Hy0, 30 % v/v (Sigma). Las comunidades fueron
expuestas durante 6 horas a todo el espectro de la luz
solar natural, a 10 °C en un bafo térmico con control
de temperatura. Para realizar estas incubaciones, el
agua con las comunidades planctonicas fue pre-filtrada
por una red Nitex de 300 ym a los efectos de excluir
el mesozooplancton. De esta manera las comunidades
expuestas estuvieron compuestas por bacterioplancton,
microzooplancton (ambos sin evaluar taxondmicamente)
y fitoplancton. Luego de la exposiciéon en cada
tratamiento, las comunidades fueron incubadas durante
30 min a 37 °C en un medio de reaccién conteniendo
DCF-DA 5 mM, solucién reguladora Tris-HCI 40 mM pH
7.0, en un volumen final de 1.5 ml (Malanga et al. 2001).
Se midid la fluorescencia del sobrenadante (Aex = 488
nm, Aem = 525 nm) en un espectrofluoréometro Shimadzu
(modelo UV- 1203). En todos los casos se incluyeron
blancos paralelos conteniendo las mezclas de reaccion
sin el material en estudio.

Andlisis estadisticos

Para el analisis estadistico se utilizaron métodos
paramétricos de andlisis de la varianza (ANOVA)
utilizando el programa Statistica version 5.1. Antes de
cada analisis se verifico la homoscedacia utilizando la
prueba de Mauchley y la normalidad con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los factores utilizados fueron los
tratamientos y las dosis de radiacién solar. Cuando la
interaccion fue significativa se utiliz6 un ANOVA de un
factor. Se realizo una prueba de Tukey para determinar
las diferencias significativas en cada factor.

RESULTADOS

La acumulacion de H,0, fue similar en los
diferentes tratamientos (> 280, > 295 y 320
nm) para dosis de RUVB inferiores a ~21-
22 k] m? (F = 1.27, P > 0.05, Figura 3 y
Tabla 1). Sin embargo, cuando las dosis
experimentales superaron dicho umbral, las
diferencias fueron altamente significativas (F =
21.51, P < 0.01) (Tabla 2), siendo la acumulacion
mas elevada aquella observada en las muestras
de agua expuestas a la RUVB total y alcanzando
valores maximos de ~40 nM H,0, (Figura 3).
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Fig. 3: Concentracién de H,0, generada luego de tres horas de exposicion de agua de mar a los diferentes
tratamientos de luz solar natural. Cada barra representa el promedio con su desvio estandar. Se muestran los
tratamientos > 280 nm (color negro), > 295 nm (color gris), > 320 nm (color blanca), concentracion al tiempo ini-
cial (color gris con lineas paralelas) y concentracion en tratamiento sin exponer a la luz (color blanco con lineas

oblicuas).

Concentration of H,O, generated after three hours of seawater exposure to the different sunlight treatments. Each bar repre-
sents the average with its standard deviation. See the treatments > 280 nm (black), > 295 nm (gray), > 320 nm (white), con-
centration at initial time (gray with paralel lines) and concentration in without exposure to ligh treatment (white with diagonal

lines).

TABLA 1
Resultado de los analisis de ANOVA al evaluar
los resultados de la formaciéon de H,0, en los
tres tratamientos de radiacion solar en funcién
de las dosis de UVB recibida.
Result of the analysis of ANOVA to evaluate the results

of the formation of Hy,O, in three treatments of solar
radiation depending on the dose of UVB received.

Dosis UVB (k] m?) F P

10.88 2.83 0.100
15.80 1.02 0.190
20.88 0.59 0.290
22.70 8.93 0.007
25.10 8.95 0.003
25.93 16.56 0.001
28 13.22 0.002

Asimismo, los resultados mostraron que en
ningun caso hubo diferencias significativas
entre el tratamiento > 295 nm y las respuestas
a las longitudes de onda > 320 nm, mientras
que si las hubo entre el tratamiento > 280 nm
y los restantes (Tabla 2). Esto sugiere que sélo
la RUVB lejana (280-295 nm) tuvo un efecto
importante en la formaciéon de H,0,, mientras
que el resto de la RUVB, la RUVA y la RVis no
contribuyeron a su produccion. Por otro lado,
a partir de 25 kJ m?, no se observd ningun
aumento significativo en la acumulacién de
H,0, a dosis mayores de RUVB en el agua
filtrada expuesta a > 280 nm (F = 0.16, P > 0.05,
r = 0.16, Figura 3). Las tasas de produccion de
H,0, correspondientes a las dosis superiores
a 25 k] m? estuvieron dentro de los rangos
11.15-6.88; 7.33-2.41 y 7.68-2.28 nM h! para
los tratamientos > 280 nm, > 295 nm y > 320
nm, respectivamente. Considerando que no
se encontrd descomposicion ni producciéon
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TABLA 2
Resultados de los analisis de Tukey para determinar las diferencias significativas entre los
tratamientos para las dosis experimentales de UVB. Se evaluaron aquellas en las cuales el ANOVA
dio significativo (P < 0.05). La misma letra indica que no se encontraron diferencias significativas (P

> 0.05).

Tukey tests to determine the significant differences between treatments for the experimental dose of UVB, re-
inspected and those in which the ANOVA gave significant results (P < 0.05). The presence of the same letter indicates

that no significant differences (P > 0.05) were found.

Dosis UVB (k] m?) Tratamiento Promedio Grupos Homogéneos
22.78 > 280 nm 34.03 a
> 290 nm 27.25 b
> 320 nm 28.41 bc
25.1 > 280 nm 44.41 a
> 290 nm 37.05 b
> 320 nm 35.44 b
25.93 > 280 nm 44.32 a
> 290 nm 27.78 b
> 320 nm 21.73 b
28 > 280 nm 39.06 a
> 290 nm 28.62 b
> 320 nm 26.28 b

del H,0, bajo condiciones de oscuridad, la
acumulacion del compuesto en los diferentes
tratamientos se debié fundamentalmente a
la exposicion del COD a la radiacidon solar.
Por otro lado, estos resultados muestran
que el protocolo de filtracion utilizado fue
adecuado para la eliminacién de la totalidad de
organismos presentes originalmente en el agua.
La concentraciones de COD determinadas en
el agua de mar de la Bahia Lapataia, desde
la desembocadura del Rio Lapataia hasta su
desembocadura en el Canal Beagle, estuvieron
dentro del rango 1000-2000 png L1, considerando
los 3 puntos de muestreo mencionados y 3
réplicas en cada estacion de muestreo. Sin
embargo, todos los experimentos de exposicion
a los distintos espectros de luz solar se
realizaron con agua de mar cuya concentracion
de COD fue de 1500 pg L1, proveniente de la
zona adyacente a la desembocadura del Rio
Lapataia. Dicha concentracién no se modifico
luego del periodo maximo de almacenamiento
(40 dias).

En la Figura 4 se muestran los resultados
de las exposiciones de las comunidades
plancténicas provenientes del Canal Beagle
a las diferentes concentraciones de H,0,
adicionadas experimentalmente. Al evaluarse
la presencia de ROS, no se encontraron
diferencias significativas (P > 0.05, Tabla
3) entre las diferentes dosis de H,0, al ser
contrastadas contra los controles (tanto en
ausencia de H,0, como sin el agregado de
DCF-DA) en ninguna de las tres comunidades
estudiadas. En los dos primeros experimentos
(23 y 26/11), que registraron una composicion
taxonomica del fitoplancton muy similar (Tabla
4), se observo una mayor concentracion de
ROS. Sin embargo, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en las respuestas
a las concentraciones crecientes de H,O,
adicionadas (P > 0.05, Tabla 3).

La exposiciéon de cada una de
las comunidades evaluadas se realizé en
condiciones contrastantes de nubosidad,
lo que implic6 una diferencia en las dosis
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Fig. 4: Velocidad de oxidacién de DCF-DA (expre-
sada como Unidades Arbitrarias por hora de exposi-
cion) en muestras de las comunidades fitoplanctoni-
cas expuestas a todo el espectro de radiacién solar en
funciéon de la concentracién de H,O, generada expe-
rimentalmente en las fechas: (A) 23 noviembre; (B)
26 noviembre y (C) 3 diciembre de 2004. Los valores
corresponden al promedio + desviacion estandar.

Speed of DCF oxidation (expressed as arbitrary units in 1
hour exposure) in samples of phytoplankton communities
exposed to the total spectrum of solar radiation as a function
of the concentration of H,O, generated experimentally in
the following dates: (A) November 23; (B) November 26 and
(C) December 3, 2004. Values correspond to the average +
standard deviation.

experimentales medidas (Tabla 4). Al analizarse
la velocidad de oxidacion de DCF-DA en
funcién de la dosis de exposicion se observo
un aumento exponencial en la concentracion
de ROS a dosis experimentales totales mayores
(Figura 5). La composicién taxonémica del
fitoplancton de las comunidades expuestas
fue similar en las tres incubaciones aunque

TABLA 3
Resultados de los ANOVA para determinar las
diferencias entre la fluorescencia de DCF-DA
comparando dosis de H,O, y el control para
cada una de las comunidades expuestas.
ANOVA to determine the differences between the

fluorescence of DCF-DA comparing H,0, doses and
control for each community exposed.

F P
23/11/2004 3.65 0.055
26/11/2004 4.06 0.057
3/12/2004 1.52 0.250

TABLA 4
Dosis experimentales (RUVB+RUVA+RVis) de
las incubaciones de comunidades plancténicas
del Canal Beagle.
Experimental doses (RUVB+RUVA+RVis) of thwe

incubations of planktonic communities of Beagle
Channel.

Dosis experimentales (k] m2)

23/11/2004 7546
26/11/2004 11900
3/12/2004 5110

la abundancia de la comunidad del dia 3 de
diciembre fue menor comparada con las dos
comunidades restantes (Tabla 5). El grupo
fitoplanctonico predominante en las tres
comunidades fue el de fitoflagelados cocoides
(entre 60 y 70 %), seguidos por diatomeas
(entre 30 y 40 %), con un porcentaje siempre
menor al 5 % constituido por dinoflagelados.

DISCUSION
Carbono organico disuelto
Las concentraciones de COD en los sitios
de muestreo presentaron un valor minimo

de 1000 y un méaximo de 2000 pg L. Los
valores mas elevados se registraron en las
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TABLA 5
Abundancia (células mL1) de especies fitoplancténicas determinadas en cada una de las 3

comunidades expuestas a HyO.

Abundance (cells mL?) of phytoplankton species determined for each exposed community.

23-nov 26-nov 3-dic
Diatomeas
Asterionellopsis glacialis 0 0 17
Chacetoceros spp. 15 15 125
Chaetoceros debilis 0 25 0
Chaetoceros socialis 0 0 40
Thalassiosira spp. 4 46 23
Leptocylindrus minimus 27 9 0
Nitzschia spp. 2 0 0
Nitzschia cf. longissima 6 0
Pseudonitzschia cf. fraudulenta 19 0
Thalassiosira cf. mendiolana 220 65 6
Rhizosolenia spp. 0 59 38
Fitoflagelados
Fitoflagelados cocoides 537 558 336
Dinoflagelados
Alexandrium ostenfeldii 8 9 2
Ceratium lineatum 0 4 0
Protoperidinium sp. 2 0 6
Dinophysis acuminata 0 2 0
Prorocentrum micans 0 6 0
Protoperidinium spp. 0 6 0
Células totales (mL1) 814 827 593

cercanias de la desembocadura del Rio
Lapataia, probablemente debido a una menor
diluciéon de estos compuestos presentes en
el agua de deshielo. Dichos valores son
mayores a los observados en los rios Seno
Ballena, Bote y Puerto Cutter, todos ellos
afluentes del Estrecho de Magallanes donde
fueron determinados entre 300 y 400 pg L1
durante muestreos realizados también en
primavera (Rivera et al. 2007). Contrastando
con esto ultimo, en la Peninsula Antartica
Abele et al. (1999) hallaron valores similares
a los del presente estudio (~1400 pg L1). En
comparacion, nuestros resultados representan

aproximadamente la mitad de la concentraciéon
maxima observada en el Rio Mississipi, con
valores entre 1000 y 4000 pg L1 (Trefry et al.
1994; Cai & Lohrenz 2007). Varios trabajos
muestran que la foto-oxidacién es el mecanismo
mas importante en la produccién de H,0, a
partir de COD. Comparando este proceso de
foto-oxidacion con la degradacién microbiana,
Opsahl & Benner (1998) demostraron que
en controles oscuros luego de 10 dias de
incubacion se eliminaba un 21 % de este
compuesto. La pérdida de COD en los controles
de experimentos de degradacién microbiana
fueron tan sélo de 10 % en un experimento de 51
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Fig. 5: Velocidad de oxidacion de DCF (expresada como Unidades Arbitrarias por hora de exposicion) en mues-
tras de las comunidades fitoplancténicas expuestas a todo el espectro de radiacion solar en funcion de las dosis

experimentales recibidas.

Speed of DCF oxidation (expressed as arbitrary units in 1 hour exposure) in samples of phytoplankton communities exposed to
the total spectrum of solar radiation as a function of exposure doses.

dias utilizando agua del estuario de Satilla River
(Moran et al. 2000). Considerando lo expuesto,
la degradacion microbiana es claramente
menos importante que la foto-oxidacién en
aguas superficiales con dias soleados. Asi, la
tasa de foto-degradaciéon en dos situaciones
experimentales fue tres a cinco veces mayor
que la tasa de degradacion microbiana (Hernes
& Benner 2003).

Exposicion experimental del agua de Canal de
Beagle a la RUVB

Las concentraciones iniciales de H,O0,
determinadas para cada tratamiento en todos
los experimentos realizados con aguas del
Canal Beagle fueron mayores a 5 nM. No se
observaron cambios significativos con respecto
a las incubaciones en oscuridad, lo que sugiere
que no hubo descomposiciéon bioldgica de
este compuesto. Normalmente en oscuridad
se producen una serie de reacciones quimicas
que destruyen el H,O, en tiempos de una hora
en la costa de océanos altamente productivos
y se necesitan mas de cinco dias para su
descomposicién en océanos oligotroficos
(Yuan & Shiller 2005). En estos trabajos se
observd una gran variabilidad en la tasa de

desintegracion, la cual es probablemente
originada a partir de peroxidasas y catalasas
producidas en la membrana plasmatica
del plancton y disueltas posteriormente en
la columna de agua (Moffett & Zafiriou
1999). Nuestros resultados muestran que
el filtrado inicial del agua evité el pasaje de
microorganismos, y por lo tanto los efectos
observados corresponden solamente a los
factores estudiados, es decir el COD y la
radiacion solar.

Los valores maximos de H,0, evaluados
en nuestros experimentos (60 nM) asi como la
maxima foto-producciéon obtenida del ambiente
natural (40 nM) son menores a los registrados
en ambientes costeros antarticos y distintas
zonas del Océano Atlantico. El valor promedio
de H,0, en la columna de agua de Caleta Potter
(Antartida) fue de aproximadamente 240 nM
en superficie y de 140 nM a 5 m de profundidad
(Abele et al. 1999). Weller & Schrems (1993)
midieron concentraciones desde 150 nM a
30° N en el Océano Atlantico hasta 100 nM
a 30° S. En nuestro estudio no se encontro
ninguna relaciéon (P > 0.05, r = 0.03) al evaluar
las concentraciones de H,0, producidas en
funcién de las dosis con longitudes de onda
mayores a 295 nm (Figura 3). Estos resultados
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concuerdan con un estudio realizado en
Antartida en tres estaciones de muestreo donde
la produccion de H,0, decrecié rapidamente
con el incremento de la longitud de onda y
mas del 90 % de la fotoreactividad se produjo a
longitudes de onda menores a 320 nm (Yocis
et al. 2000). Abele-Oeschger et al. (1997)
mostraron que los fotones en la longitud de
onda de la RUVB exhiben entre 1000 y 10000
veces mayor eficiencia para la foto-producciéon
de H,0, comparado con la longitud de 550 nm
en la region de RVis. Sin embargo, nuestros
resultados difieren de los de Abele-Oeschger et
al. (1997) en que la mayor tasa de produccion
de H,0, se produjo esencialmente dentro del
rango de la RUVB lejana (longitudes de onda
< 295 nm). En nuestros resultados no hubo
diferencias entre la RUVB cercana (295-320 nm)
y el resto de las longitudes de onda (> 320 nm),
si bien en todos los casos hubo un aumento
significativo de estas con respecto a los valores
iniciales. Por otro lado, las tasas de produccion
de H,0, debidas a la RUVB en nuestros
experimentos fueron mucho menores que las
observadas por los autores mencionados (11.15-
6.88 nM h'! en el Canal Beagle contra ~110 nM
hl en Caleta Potter). Esto puede explicarse
por una menor reactividad del COD en la
region subantartica, asi como también por el
hecho de que los experimentos en Antartida se
llevaron a cabo durante el periodo de minimo
espesor de la capa de ozono estratosférico, con
el consecuente aumento de la exposicién a la
RUVB en la region.

En nuestros experimentos no se encontro
descomposicion de H,0, bajo condiciones
de oscuridad y se observa una regresion
significativa entre la produccién de H,O, y la
dosis de RUVB hasta alcanzar los 25 kJ m?2.
Estos resultados sugieren que la concentracion
de peréxido de hidrogeno maxima observada
indica la produccion potencial en funcion de la
dosis recibida de la luz solar.

Efecto de H,O, sobre el plancton subantdrtico

El empleo de la DCF-DA como indicador
de la produccién de ROS fue descripto
inicialmente para la detecciéon de H,O,
generado por sistemas enzimaticos in vitro
(Le Bel et al. 1990). Nuestros resultados son
consistentes con estudios previos empleando
esta metodologia. Asi, Collén & Davison

(1997) mostraron que la macroalga Fucus
evanescens expuesta a exceso de luz, aumenta
la oxidacién DCF-DA por la presencia de ROS
generados durante el metabolismo fotosintético
por inhibicién en el Fotosistema I. Se ha
demostrado que los ROS son responsables
del deterioro de la clorofila y el decrecimiento
en la actividad del Fotosistema II en la antena
fotosintética (PSII) del fitoplancton (Saison
et al. 2010, Hernando 2011b). También se ha
demostrado que los ROS producen inhibiciéon
del crecimiento de las diatomeas (Hernando
2011a).

En nuestros experimentos no se
encontraron diferencias significativas (P >
0.05, Tabla 3) en la formaciéon de ROS para las
diferentes dosis de H,0, consideradas. Estos
resultados sugieren que las concentraciones
experimentales, las cuales se encontraban
dentro del rango de las observaciones
realizadas sobre foto-oxidacién del COD,
fueron lo suficientemente bajas como para no
producir un dafio oxidativo en el corto plazo en
comunidades planctonicas de ambientes Sub-
antarticos. Abele et al. (1999) hallaron valores
tan altos como 290 nM con valores maximos
de 1.45 uM durante los periodos de nevadas
en la Peninsula Antartica. Por otro lado, estos
autores observaron la presencia de densas
poblaciones de diatomeas de las especies
Nitzschia cylindrus, N. curta y N. kerguelensis
en hielo marino con concentraciones de H,0,
de aproximadamente 600 nM. Sin embargo,
no encontraron densidades significativas
de las diatomeas mencionadas cuando las
concentraciones de peroxido fueron de
aproximadamente 1 uM. En trabajos realizados
con comunidades dulceacuicolas, Matthijs et al.
(2012) determinaron que con concentraciones
de 60 uM se eliminaron cianobacterias de
la especie Planktothrix agardhii pero las
poblaciones de clorofitas, crisofitas o criptofitas
no fueron danadas significativamente. Drabkova
et al. (2007) encontraron que se necesitan
concentraciones de aproximadamente 120 uM
de H,0, para producir efectos en diatomeas
de lagos. La composicién taxonoémica del
fitoplancton de las comunidades del Canal
Beagle expuestas en nuestros experimentos,
estuvieron compuestas mayoritariamente
por un alto porcentaje de fitoflagelados
cocoides (60-70 %) y un porcentaje menor de
diatomeas (25-35 %). Dentro de este ultimo
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grupo, los géneros Thalassiosira y Chaetoceros
fueron los mas abundantes aunque el género
Nitzschia, también estuvo presente (Tabla 5).
Considerando los antecedentes mencionados en
relacion al dafio oxidativo y los distintos grupos
fitoplanctonicos, la composiciéon taxondémica
de las comunidades presentes en nuestros
experimentos podria explicar la ausencia de
ROS.

En relaciéon con situaciones de proteccion
celular y nuestros resultados experimentales,
incrementos moderados en ROS en un periodo
definido pueden ejercer la regulacion de la
expresion génica con respuestas citoprotectoras
(Droge 2002). Asi, diferentes tejidos podrian
estar protegidos contra eventos nocivos (Das
& Das 2008). De esta manera se podria explicar
la razén por la cual en las comunidades
plancténicas expuestas en las dos primeras
fechas, la concentraciéon de ROS fue mayor
en el tratamiento control (P > 0.05, Tabla 3),
comparado con las menores concentraciones
adicionadas de H,0,. Esto podria indicar
una producciéon adicional de H,0, en el
tratamiento control debido a las elevadas dosis
de RUV recibidas que fueron mayores que
en la comunidad expuesta el 3 de diciembre
(Tabla 4). Por otro lado, el contenido in situ
de COD en el agua donde se encontraban
ambas comunidades pudo ser mayor. Estas
concentraciones in situ de COD en las muestras
control (sin agregado de H,0,) no fueron
determinadas en nuestros experimentos. Asi,
un aumento en la concentracion de ROS en
las menores dosis incubadas en adiciéon al
posible H,0O, generado in situ, podria haber
disparado la expresion génica de mecanismos
protectores del dafno en los grupos plancténicos
expuestos, disminuyendo la concentraciéon
de ROS luego de seis horas de incubacidn.
Considerando que los ROS son citotdxicos, las
células han desarrollado defensas antioxidantes
que degradan H,O, u otros compuestos toxicos
del oxigeno. Cuando la concentracion de ROS
supera la capacidad antioxidante se produce
el estrés oxidativo que lleva a serios dafios
celulares. Sin embargo, si la concentraciéon no
es elevada, los ROS actian como segundos
mensajeros en la transducciéon y regulacion
genética (Hensley 2000). Hernando et al.
(2005) han demostrado una rapida respuesta
antioxidante en fitoflagelados aislados de
comunidades fitoplanctonicas provenientes

del Canal Beagle. Considerando que las tres
comunidades expuestas en el presente trabajo
estaban compuestas por un alto porcentaje
de dicho grupo, es altamente probable que
las bajas concentraciones de ROS observadas
se deban a su inactivacion por los sistemas
biolégicos. Por otro lado, Malanga (2001)
demostré una respuesta antioxidante en el
término de tres horas de exposicion a RUVB
en cultivos unialgales de Thalassiosira sp.
provenientes del Canal Beagle (un grupo
cuya abundancia oscil6 entre el 8 y 15 % en las
comunidades expuestas en el presente trabajo,
Tabla 5).

Se ha demostrado que la RUV es muy
efectiva en inducir la peroxidacion de lipidos de
membranas biologicas (Hideg & Vass, 1996),
acidos grasos poliinsaturados (Yamashoji et
al. 1979) y fosfolipidos (Pelle et al. 1990). Para
microalgas provenientes del Canal Beagle,
Hernando et al. (2011b) han mostrado que la
exposicion de cultivos unialgales a la RUVB
estimula la generacion de ROS.

En relaciéon al bacterioplancton,
Hernandez et al. (2002), trabajando con
monocultivos aislados de Caleta Potter,
Antartida, demostraron la ausencia de efectos
del H;O, con un rango de incubaciones
comprendido entre 0.5 y 50 pM evaluando
pérdida de viabilidad en dos cepas aisladas
en la zona. Estos resultados evidencian que,
en relacion al bacterioplancton, la ausencia
de concentraciones significativas de ROS
en nuestras comunidades planctonicas
también puede explicarse debido a una baja
concentracion de H,0, (60 nM fue la maxima
concentracion evaluada).

Conclusiones

Los resultados aqui presentados indican que
los cambios en la concentraciéon del ozono
estratosférico podrian afectar significativamente
la formacion fotoquimica de H,0, en aguas
Sub-Antarticas. La magnitud de dicho cambio
dependera de la concentracion de COD.
Sin embargo, otros factores tales como las
condiciones meteoroldgicas (por ejemplo la
cobertura de nubes) son también importantes
para ser considerados (Neale et al. 1998) ya
que éstos podrian atenuar los efectos de la
disminuciéon de ozono en la foto-produccion
de H,0,. Si bien los niveles de RUVB en
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condiciones de ozono disminuido pueden
ser similares a las registradas en Antartida
(Hernando 2011a), la concentracion y la tasa
de foto-produccion de perdxido de hidrogeno
determinadas en aguas del Canal Beagle
tienen niveles minimos. Esto podria estar
relacionado con las bajas concentraciones
de COD determinadas en el periodo de
estudio, con su escasa reactividad o ambas
razones. Considerando que sdélo elevadas
concentraciones de peroxido de hidrégeno
inducen una mayor concentracion de ROS,
no se determinaron potenciales efectos en
las comunidades plancténicas evaluadas en el
presente estudio para el Canal Beagle. Futuros
trabajos deberan incluir la evaluacién de
parametros fisiologicos como tasa fotosintética
o la tasa de crecimiento, entre otros, con el
objetivo de mejorar el conocimiento sobre
efectos indirectos del peréxido de hidrogeno
tanto en bacterias como en diversos grupos del
fitoplancton.
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