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RESUMEN. La Patagonia chilena esta experimentando un aumento del uso del suelo y océano costero y el
acelerado derretimiento de algunos glaciares, por lo que uno de los escenarios a futuro es que los fiordos
adyacentes reciban cantidades variables de agua dulce y nutrientes inorganicos. Se estudi6 la respuesta de
ensambles de fitoplancton de los fiordos Reloncavi en invierno y Comau en primavera, a la adicion de nitrato y
acido silicico en experimentos de microcosmos. Los ensambles fitoplancténicos estudiados respondieron a la
adicion de nutrientes con incrementos en la abundancia celular biomasa autotrdfica (clorofila-a) y cambios en
la composicion especifica, destacando el cambio de dominancia de especies de diatomeas pennadas a céntricas
formadoras de cadenas. Estos resultados dan indicios acerca de los factores que afectan a las comunidades
microalgales en un escenario de cambio climético e intervencion antrépica de los fiordos de la Patagonia Norte.

Palabras clave: microfitoplancton, diatomeas, nitrato, acido silicico, fiordos, Patagonia chilena.

Response of microphytoplankton to the addition of nitrate and silicic acid in
Chilean Patagonian fjords

ABSTRACT. Chilean Patagonia is experiencing an increase in the use of soil and coastal ocean and accelerated
melting of some glaciers. One of the future scenarios is that the adjacent fjiords would receive variable quantities
of freshwater and inorganic nutrients. We studied the response of phytoplankton assemblages, of Reloncavi
Fjord in winter and Comau Fjord in spring to the addition of nitrate and silicic acid in microcosm experiments.
Phytoplankton assemblages responded to nutrient addition with increases in cell abundance, autotrophic biomass
(chlorophyll-a) and with changes phytoplankton species composition, emphasizing alternation of pennate
diatoms to centric chain-forming diatoms. These results provide evidence on the factors affecting natural
microalgal communities in a climate change scenario and human intervention in Northern Patagonia.

Keywords: microphytoplankton, diatoms, nitrate, silicic acid, fjords, Chilean Patagonia.

INTRODUCCION

La regién de fiordos y canales de la Patagonia chilena
(41-55°S) comprende alrededor de 240.000 km?, siendo
una de las regiones estuarinas mas grandes del planeta.
En la zona costera convergen aguas de baja salinidad
(5-25) provenientes de deshielos de glaciares y escurri-
miento de rios, con alta concentracion de acido silicico
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(2-30 uM, Silva et al., 1998; Gonzélez et al., 2011), y
aguas de origen antartico-subantartico (Silva, 2006),
salinas (>31) con altas concentraciones de nitrato (>12
uM), y fosfato (>1 uM) (Gonzalez et al., 2011). Las
concentraciones de acido silicico son altamente
variables, tanto a escala temporal como espacial norte-
sur, con una disminucién de la concentracién hacia la
region subantartica (Iriarte et al., 2007; Aracena et al.,
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2011), debido a la estacionalidad de los caudales de los
rios.

La variabilidad en la concentracion de nutrientes,
asociada a la fluctuacion estacional regional de la
irradiacion  solar, influye fuertemente en la
composicion de ensambles de fitoplancton en la regidn
de fiordos de la Patagonia (Gonzaélez et al., 2010). La
produccion primaria en esta region es altamente
estacional, con maximas tasas registradas durante
primavera-verano (hasta 4 g C m?2 d?1) y valores
minimos durante los meses de invierno (0,5 g C m? d?)
(Iriarte et al., 2007; Gonzélez et al., 2010). La
competencia interespecifica por algunos nutrientes
considerados limitantes, tales como nitrégeno
inorganico, acido silicico, y hierro en aguas costeras,
modulan la composicion de ensambles microalgales
(Tilman et al., 1982; Reynolds, 2006). Las razones
atémicas de nutrientes N:P:Si:Fe y concentraciones en
el ambiente determinaran la estructura del ensamble y
finalmente la dominancia de ciertas especies de
fitoplancton. Por ejemplo, dinoflagelados pueden
utilizar fuentes de nitrdgeno inorgénico y organico en
ambientes costeros (Glibert & Terlizzi, 1999), y
diatomeas incorporan &cido silicico para la formacion
de frastulos (valvas), siendo predominantes en areas
costeras templadas, especialmente en zonas de
surgencia, desembocaduras de rios, estuarios y fiordos,
donde el aporte de silicio disuelto es alto (Avaria, 2006;
Iriarte et al., 2013). Las diatomeas contribuyen entre un
25y 75% de la produccion primaria oceanica global y
juegan un rol clave en los ecosistemas marinos en la
captura de CO. atmosférico (Nelson et al., 1995;
Treguer & Pondaven, 2000). De esto se infiere que
cambios en el aporte de silicio disuelto, y por lo tanto
cambios en la raz6n N:Si en zonas estuarinas y costeras,
tendrian implicancias en el crecimiento de las
diatomeas, y efectos sobre la produccién primaria y
biomasa fitoplanctonica.

En la zona austral de Chile, las diatomeas son
predominantes en los ensambles fitoplancténicos
(Iriarte et al., 2001, 2007; Alvez-de-Souza et al., 2008).
En fiordos y canales se encuentran mezclas de
diatomeas marinas con estuarinas y de agua dulce
(Avaria, 2006; Rebolledo et al., 2011), que presentan
fluctuaciones intra-anuales en biomasa y diversidad
debido a la variacion estacional de la irradiacién, que
co-varia con la temperatura, precipitaciones y caudales
de los rios (Gonzalez et al., 2010). En primavera, la
estructura base de la red tréfica de los fiordos
patagonicos estd principalmente sustentada por
diatomeas formadoras de cadenas debido al aumento de
la radiacion solar (Iriarte et al., 2001), fotoperiodos
extendidos, y al constante suplemento de acido silicico
proveniente de las descargas de agua dulce, y de

ortofosfato y nitrato desde el agua profunda bajo la
picnoclina (Silva et al., 1998). Adicionalmente, las
condiciones fisicas de flotabilidad, incremento de la
estabilidad vertical y estratificacion superficial
propician la permanencia del fitoplancton en la zona
fética (~20 m) debido al aumento del aporte de aguas
continentales en verano (Pizarro et al., 2000). En
algunas ocasiones, en los fiordos, esta estratificacion
estival provoca que la capa superficial de agua dulce
con altas concentraciones de &cido silicico no logre
mezclarse con la capa subsuperficial con altas
concentraciones de N y P proveniente del océano, lo
gue genera una limitacion estacional diferencial de
estos nutrientes para la fotosintesis (Gonzélez et al.,
2011). Estas bajas concentraciones resultan en bajas
razones N:Si (<1) en primavera y verano que podrian
limitar la productividad primaria mediada por
diatomeas. Se ha sido sugerido también que el
nitrégeno inorgéanico limitaria la produccién primaria
en la zona de fiordos del sur de Chile, debido a la
presencia de una razén N:P <10 comparada con la razén
tedrica de Redfield-Ketchum-Richards de 16:1 (Iriarte
etal., 2007). Por otra parte, Soto & Norambuena (2004)
han sefialado que el incremento de las actividades de
acuicultura y antropogénicas en la zona costera del sur
de Chile puede, potencialmente, incrementar las razén
N:Si en los fiordos, favoreciendo el establecimiento de
especies de fitoplancton que no son diatomeas, como
flagelados (incluyendo dinoflagelados tecados y
atecados), de los cuales hay una cantidad importante de
especies que producen floraciones algales nocivas
(Soto & Norambuena, 2004; Silva, 2006). Sin embargo,
Carter et al. (2005) han documentado que diatomeas
céntricas Chaetoceros, Skeletonema y Thalassiosira
aumentan sus tasas de crecimiento como respuesta a la
adicién de nitrato. Tal vez asociado a esto, en el Mar
Interior de Chiloé en la Patagonia chilena (41-43°S), los
programas de monitoreo muestran floraciones
frecuentes de diatomeas céntricas como Leptocylindrus
danicus, L. minimus y Chaetoceros convolutus, y de
dinoflagelados como Dinophysis acuminata vy
Alexandrium catenella (Iriarte et al., 2013).

Las floraciones de fitoplancton en la zona sur-
austral de Chile, incluyendo aquellas denominadas
“Floraciones Algales Nocivas” tienen un alto impacto
ambiental, ecolégico y comercial, sin embargo, las
causas permanecen desconocidas. Debido al aumento
de las actividades de agricultura, acuicultura, silvi-
cultura, y el acelerado derretimiento de algunos
glaciales patagonicos (Pantoja et al., 2011), uno de los
escenarios probables es el aumento de las entradas de
nutrientes a estos sistemas acuaticos, alterando las
concentraciones y/o razones de nutrientes, con el
consiguiente cambio en la composicién especifica de
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las microalgas y la dominancia de especies potencial-
mente nocivas. Por lo anteriormente expuesto, es
relevante determinar la relativa importancia de
concentraciones de nutrientes inorganicos sobre el
crecimiento de ensambles naturales de fitoplancton en
los fiordos patagonicos chilenos. Determinar la
respuesta de corta escala (dias) a factores que afectan el
crecimiento del fitoplancton es clave para predecir la
estructura de los ensambles de los niveles troficos
inferiores y su incidencia en los niveles troficos
superiores y, por lo tanto, el funcionamiento del
ecosistema frente a cambios naturales de origen remoto
(cambio global) o inducidos por la actividad humana
(acuicultura).

El objetivo general de este estudio es determinar la
respuesta de corto periodo del microfitoplancton a
diferentes concentraciones de los nutrientes clave,
nitrato, fosfato, y &cido silicico, dando énfasis a los
cambios en composicion taxonémica, abundancia y
biomasa autotréfica, bajo condiciones de invierno y
primavera, utilizando indculos de ensambles naturales
obtenidos desde dos fiordos patago6nicos chilena. Se
quiere probar la hipotesis que la adicion y remocidn de
nutrientes inorganicos generan cambios en la compo-
sicién de especies de microfitoplancton (diatomeas y
dinoflagelados), independiente del indculo inicial.

MATERIALES Y METODOS

Areas de estudio

a) El Fiordo Reloncavi (41°S) esta localizado en el
borde oriental del Pacifico sur, en la zona norte de la
Patagonia chilena (Fig. 1), y se extiende por alrededor
de 55 km. La boca del fiordo desemboca en el Estuario
Reloncavi, recibiendo un flujo de agua dulce de 800 m®
s de los rios Puelo, Cochamé y Petrohué, con una
importante carga de silicio disuelto. Este es uno de los
tres fiordos patagonicos que no esta influenciado por
glaciares, por lo tanto no tiene grandes cantidades de
sedimentos inorganicos finos suspendidos en la
columna de agua, en comparacién a otros fiordos mas
australes (Pickard, 1971).

b) El Fiordo Comau (o Leftepu) (42,39°S, 72,44°W)
esté localizado en el borde oriental del Pacifico sur, en
la zona norte de la Patagonia chilena (Fig. 1). El fiordo
tiene aproximadamente 30 km de largo, se encuentra
orientado hacia el noroeste, dirigiéndose en su Gltima
parte hacia el oeste, abierto al Golfo de Ancud a través
del Canal Comau. Al igual que el Fiordo Reloncavi, no
esta influenciado por glaciares, y posee un alto
escurrimiento de agua dulce hacia el fiordo debido a la
presencia de vertientes de agua dulce e influencia de los
rios Blanco, Huinay y Vodudahue.

Las precipitaciones en el sector donde se encuentran
ambos fiordos, son altamente estacionales, con un
invierno lluvioso (junio-julio: >2000 mm) y un verano
seco (diciembre-marzo: <800 mm) (Davila et al.,
2002).

Disefio experimental

Para aislar la fraccion de tamafio mayor a 20 um del
ensamble de fitoplancton se recolectaron muestras de
agua en invierno del Fiordo Reloncavi y en primavera
del Fiordo Comau con una bomba de teflon. Las
muestras de agua se prefiltraron a través de un tamiz de
nylon de 20 pm para obtener el in6culo de
microfitoplancton. Los experimentos de adicion se
realizaron en cuatro tratamientos y en duplicado con
distintas concentraciones de nitrato, fosfato y acido
silicico (Tabla 1), permitiendo comparar los efectos del
incremento o deficiencia de estos nutrientes en el
crecimiento y composicion de los ensambles (Piehler et
al., 2004).

Los medios de cultivo experimentales se prepararon
en agua de mar recolectada desde 5 m de profundidad
en (1) Bahia llque (Fig. 1), a 60 km del Fiordo
Reloncavi para el experimento de invierno, y (2) en el
Fiordo Comau (Estacidon Huinay) para el experimento
de primavera. A esa profundidad la radiacion fotosin-
téticamente activa era de ca. 40% de la superficial. El
agua fue extraida mediante una bomba de diafragma de
teflon y almacenada en bidones de polietileno Nalgene
de 50 L, filtrada con filtros de fibra de vidrio MFS de
poro de 0,7 um para remover fitoplancton y mantenida
en oscuridad a 4°C hasta el inicio del experimento, 48
h mas tarde. El agua fue repartida en botellas de
policarbonato Nalgene de 4 L transparente a longitudes
de onda entre 400 y 700 nm, a las cuales se les adiciond
NO3, PO, 2y Si(OH), de acuerdo a cada tratamiento
(Tabla 1). El agua de mar utilizada en los medios de
cultivo tiene caracteristicas similares en salinidad,
temperatura, y concentracién de nutrientes inorganicos
a aguas de los fiordos Comau y Reloncavi, con valores
tipicos de invierno y primavera.

Las botellas conteniendo los medios de cultivo
experimentales con los in6culos de fitoplancton fueron
incubadas en un estanque abierto de plastico de alta
densidad de color blanco de 1 m® conteniendo 1000 L
de agua, mantenido con agua circulante para mantener
la temperatura constante durante los experimentos. El
estanque se localizd en el laboratorio costero de la
UACh Campus Puerto Montt bajo condiciones
naturales de temperatura y radiacion caracteristicas de
las estaciones de invierno (agosto) y primavera
(diciembre). Para evitar la sedimentacion de los
organismos, las botellas de incubacion fueron agitadas
suavemente en forma manual tres veces al dia (mafiana,
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Figura 1. Mapa de ubicacion de los sitios de recoleccion (circulos negros) de indculos de fitoplancton en los fiordos

Reloncavi (41°S) en invierno y Comau (42°S) en primavera.

mediodia y tarde). Los experimentos fueron realizados
por 13 dias en invierno y 11 dias en primavera.

Biomasa autotroéfica (clorofila-a)

La clorofila-a fue determinada cada dos dias en
submuestras de 50 mL de todas las réplicas de cada
tratamiento mediante filtracion con bomba de vacio y
filtros GF/F de tamafio de poro de 0,7 um. Las muestras
fueron almacenadas a -18°C en sobres de papel
aluminio y en bolsas selladas.

Adicionalmente, se determiné la concentracion de
clorofila-a en cada clase de tamafio al final de las
incubaciones para lo cual se realizé el fraccionamiento
por clases de tamafio de fitoplancton en submuestras de
50 mL mediante filtracion: (1) el nanofitoplancton (2-
20 pum) se obtuvo tamizando la submuestra por 20 pm
y re-filtrando el filtrado <20 pum en membrana de
policarbonato de poro 2 um, (2) el picofitoplancton se
obtuvo filtrando la fraccion <2 um en filtro GF/F de
poro 0,7 um (0,7-2 pm), y (3) el microfitoplancton se
obtuvo por sustraccion de la concentracion de clorofila-
a de las fracciones de nano + picoplancton de la lectura
de la muestra de clorofila-a de fitoplancton (total). Los
filtros fueron almacenadas a -18°C en sobres de papel
aluminio y en bolsas selladas. La concentracion de

clorofila-a se determiné de acuerdo a Parsons et al.
(1984) en un fluorémetro digital Turner P-700.

Abundancia celular y composicién taxonémica de
fitoplancton

Se removieron alicuotas de 50 mL cada dos dias de
incubacion, se almacenaron en tubos Falcon, fijadas y
preservadas en 1% lugol. El conteo de las células de
microfitoplancton (>20 um) se realiz6 mediante
sedimentacion en camara Utermdhl de 10 mL. Para el
reconocimiento de grupos y géneros/taxa integrantes
del ensamble se obtuvo 10 mL de muestra y se dejé
decantar en camaras de sedimentacion por 12 h. El
fondo de la cAmara se observd mediante microscopia
invertida de acuerdo a Hasle (1978) y la abundancia se
expreso en (cél L),

Nutrientes inorganicos

Para la estimacion de la concentracion de NOg", POs 3y
Si(OH)4 durante las incubaciones, se extrajo muestras
de 60 mL de agua filtrada que fueron almacenadas en
frascos PET de alta densidad (Nalgene), previamente
lavados con &cido, y congeladas (-18°C) hasta su
analisis. Esta metodologia estuvo basada en Parsons et
al. (1984).



Tabla 1. Concentraciones de NO3, PO4s2 y Si(OH)s y razén N:Si y N:P en el tiempo inicial y final para cada uno de los tratamientos, obtenidos desde los

microcosmos durante los periodos de incubacidon en inviernoy en primavera. Valores expresados en uM.

Dia final

Dia inicial

Nutrientes (UM)

Nutrientes (UM)

Razén N:Si Razon N:P

Na»0sS1

NaH>POq4

Razén N:Si Razén N:P NaNOs3

Na203S1

NaH2PO4

NaNOs

Tratamiento

Temporada

1,12
8,73
5,25

1,11

0,19
1,01
0,17
0,13
0,64
0,80

3,17

9,20
35,68
11,52
15,57
13,37
41,39

0,53
20,13

0,60
9,30
6,24
1,50
10,04
10,74
10,87
0,26

8,77
10,64
10,02

1,40

8,56

8,63
11,59

0,97
16,00

1,23
8,48
0,40
0,13
1,09
9,97
0,39

17,62
0,10

2,47
2,07
2,18
2.29
2,71
2,43
2,03
2,28

21,61

T1

T2

Invierno 2009

1,07
1,19
1,36
0,00
0,93
0,00
0,33

2,60
54,38

22,04
21,80
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T3

24,09
21,32

3,16
23,24

n/d

11,56

T1

Primavera 2009

2,10
60,26
22,22

20,93
23,53

T2

n/d
0,79
16,00

0,26
0,01
1,07

T3

222

T4

1,07

Razoén tedrica Redfield

*n/d: no determinado

Analisis estadistico

Para detectar diferencias cualitativas de la respuesta de
taxa y grupos de fitoplancton a la adicion de nutrientes,
se realizaron analisis de estadistica descriptiva,
comparando la importancia relativa de taxa y grupos en
los tiempos inicial y final de cada experimento. Para
detectar la relevancia de la adicion de nutrientes en la
abundancia total y la biomasa autotrofica de los
ensambles de fitoplancton estudiados, se realizaron
analisis de varianza con réplicas balanceadas de un
factor (ANOVA) (Zar, 1984), utilizando como
variables dependientes la abundancia total de células de
fitoplancton y la biomasa autotréfica, y como factores
los tratamientos (cuatro niveles: T1, T2, T3, T4), para
cada uno de los experimentos estacionales. El supuesto
de homogeneidad de varianzas fue validado de acuerdo
a las pruebas de Cochran y a posteriori de Tukey.

RESULTADOS

Abundancia de microfitoplancton en los experi-
mentos

En el experimento del Fiordo Reloncavi en invierno, se
observo un lento aumento en la abundancia de células
en todos los tratamientos a partir del in6culo inicial (33
cél mL? en promedio), con abundancias inferiores a
1.000 cél mL? durante los primeros siete dias de
incubacion (Fig. 2a). Se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos T1 y T4 (ANOVA:
F = 2,89; P < 0,05). La abundancia maxima en este
experimento se observé en el tratamiento T1
(N+P+20Si), con una abundancia de 7.235 cél mL™. El
tratamiento sin adicion de nitrato (T4) result6 en una
abundancia baja (<1.500 cél mL™) y homogénea
durante los 13 dias, mientras que en los tratamientos sin
adicion de acido silicico (T2: N+P-Si) y tres veces la
adicion de acido silicico (T3: N+P+60Si) se registraron
abundancias maximas de ca. 2.600 cél mL* después de
los 9 dias (Fig. 2a). Las concentraciones de nitrato,
fosfato y acido silicico disminuyeron durante los 13
dias del experimento (Figs. 6a- 6¢, Tabla 1).

El ensamble de microfitoplancton al inicio del
experimento de invierno estuvo constituido principal-
mente por diatomeas céntricas, siendo las mas abun-
dantes Skeletonema spp., Detonula spp., Thalassiosira
spp. y Leptocylindrus spp., dominando Skeletonema
spp. en los tratamientos T1, T3 y T4, y Detonula spp.
en T2. En el ensamble de invierno se mantuvo la
dominancia de especies de diatomeas céntricas durante
todo el experimento. Sin embargo, al finalizar el
experimento, en el tratamiento T3, la dominancia de
especies se alternd6 de Skeletonema spp. hacia
Thalassiosira spp., mientras que en los tratamientos T1,
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Figura 2. Cambio en a) abundancia (cél mL™?) y b) clorofila a (mg m®) del ensamble de fitoplancton del Fiordo Reloncavi
durante el experimento de invierno en los cuatro tratamientos (T1, T2, T3y T4). Valores expresados como promedio * error

estandar (n = 2).

T2 y T4, se mantuvo la dominancia de Skeletonema
spp. y Detonula spp. (Fig. 4a).

En el experimento de primavera en el Fiordo
Comau, la abundancia celular de los ensambles de
microfitoplancton fueron menores a las del experimento
de invierno en Reloncavi. Los tratamientos T1 y T2
respondieron con abundancias relativamente altas en
los dias 7 y 9, respectivamente. Se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos T1 con
respecto a T3y T4 (ANOVA: F = 5,27; P < 0,05). El
tratamiento T1 alcanz6 una abundancia maxima de
1.049 cél mL en el dia 11, mientras que el tratamiento
T2 alcanz6 una abundancia maxima de 546 cél mL™ al
dia 9 de incubacion. Los tratamientos T3 y T4
registraron abundancias muy bajas y constantes durante
todo el experimento (Fig. 3a). Las concentraciones de
nitrato, fosfato y acido silicico disminuyeron durante
los 11 dias del experimento (Figs. 6d-6f, Tabla 1).

El ensamble de microfitoplancton inicial de primavera
estuvo compuesto principalmente por diatomeas céntricas
Leptocylindrus spp. y Rhizosolenia spp. y pennadas
Thalassionema spp., Cylindrotheca sp. y Pseudo-
nitzschia spp., siendo dominante Pseudonitzschia spp., en
los tratamientos T1 y T2, y Leptocylindrus spp. en los
tratamientos T3 y T4. Al finalizar el experimento, la
composicion del ensamble cambié y las diatomeas
céntricas dominaron en todos los tratamientos, con
Chaetoceros spp. dominando en el tratamiento T1,
Skeletonema spp. en los tratamientos T2 y T3, y
Rhizosolenia spp. en T4 (Fig. 4b).

Biomasa autotrofica (clorofila-a) del ensamble de
fitoplancton en los experimentos

En los experimentos de invierno y primavera se
observd un retardo en la respuesta de la biomasa
autotrdfica con valores >20 mg clor-a m= después de
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Figura 3. Respuesta de corto plazo de a) abundancia (cél mL?) y b) clorofila-a (mg m-®) del ensamble de fitoplancton del
Fiordo Comau durante el experimento de primavera en los cuatro tratamientos (T1, T2, T3y T4). Valores expresados como

promedio * error estandar (n = 2).

5-9 dias (Figs. 2b-3b). La concentracion de clorofila-a
en la incubacion de Reloncavi en invierno fue
significativamente diferente entre los tratamientos T1 y
T4 (ANOVA: F = 3,85; P < 0,05). El efecto de la
adicién de nitrato se observo en los tratamientos T1, T2
y T3, con concentraciones maximas promedio entre 80
y 160 mg clor-a m, mientras que en el tratamiento T4,
sin adicion de nitrato, se mantuvo bajo 5 mg clor-a m
hasta el final de la incubacién (Fig. 3b). Al igual que la
abundancia del microfitoplancton, el notorio incre-
mento de la concentracion de clorofila-a se relaciond
con la disminucion de nitrato, que disminuy6 a los
valores mas bajos en el tratamiento T1 (Fig. 6a).

Durante el experimento de primavera del Fiordo
Comau, la concentracion de clorofila-a aument6 en los

tratamientos T1 y T2 desde el dia 5 hasta alcanzar su
maxima concentracion el dia 7, con valores entre 55y
85 mg clor-a m?® (Fig. 3b). La concentracion de
clorofila-a fue significativamente diferente entre los
tratamientos T1 y T4 (ANOVA: F = 16,09; P < 0,05).
En los tratamientos T3 y T4 alcanzd sus maximas
concentraciones en el dia 9 (20 y 5 mg clor-a m,
respectivamente), decreciendo hasta niveles muy
cercanos a cero (Fig. 3b). La clorofila-a en T4 no
superd 10 mg m™ durante el experimento.

Clorofila-a fraccionada por tamarios de fitoplancton

La clorofila-a fraccionada por tamafios fue determinada
al final del experimento de invierno en Reloncavi (dia
13) y primavera en Comau (dia 11). Este andlisis fue
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al finalizar los experimentos de a) Fiordo Reloncavi en invierno, b) Fiordo Comau en primavera.

realizado para determinar la importancia relativa de la
biomasa de clorofila-a del microfitoplancton (>20 pum)
respecto de las otras dos fracciones de tamafio,
picofitoplancton (<2-0,7 um), y nanofitoplancton (2-20
pm), considerando que en experimentos que involucran
filtraciones usualmente quistes de microorganismos de
tamafio menor pasan a través de los filtros y
potencialmente  colonizan los microcosmo de
experimentacion. Este artefacto de la metodologia
permite por otra parte obtener un ambiente de
experimentacion mas cercano a la realidad.

Durante el experimento de invierno en el Fiordo
Reloncavi (Fig. 5a) se observaron claras diferencias
entre tratamientos en la contribucién de las fracciones
de microfitoplancton y nanofitoplancton, con una
contribucion homogénea de picofitoplancton a la
biomasa total. El ensamble del tratamiento T1 mostrd
que el microfitoplancton fue la fraccién que mas aport6
a la biomasa autotréfica, con un porcentaje superior al
70%, y el nanofitoplancton contribuyé con un
porcentaje de alrededor del 20%. La contribucion de
picofitoplancton a la clorofila-a total fue menor al 5%
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en ambos dias. En el tratamiento T2, se observd un
marcado cambio desde el dia 7 al 13, aumentando el
aporte de la fraccion de nanofitoplancton desde 20 a
50% aproximadamente. En el tratamiento T3, la
fraccion del microfitoplancton aumenté alrededor de
10% del dia 7 al 13. En el tratamiento T4, el
microfitoplancton aument6 en 30% hacia el dia 13.

Durante el experimento de primavera del Fiordo
Comau se observo un aumento de la contribucion de la
fraccion correspondiente al nanofitoplancton a la
biomasa total en todos los tratamientos (Fig. 5b). El
ensamble sometido al tratamiento T1 mostré un
aumento en el porcentaje de clorofila-a de la fraccion

de nanofitoplancton en 20%, disminuyendo el microfi-
toplancton de 55 a 35% vy el picofitoplancton
manteniéndose en un valor cercano al 20%. En el
tratamiento T2, el microfitoplancton experimentd un
descenso desde un 75% aproximadamente, a 35%,
aumentando las fracciones de tamafio pequefio del pico
y nanofitoplancton. En los tratamientos T3 y T4, se
observo un aumento de la biomasa de la fraccion del
microfitoplancton, hasta un valor de 35% (T3) y 40%
(T4). En el tratamiento T3, el picofitoplancton
disminuy6 drasticamente de 97%, hasta alrededor de
20%, mientras que en T4 la variacién fue desde 60 hasta
18%. El nanofitoplancton en T3 aumentd de 3 a 40%.
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DISCUSION

En este estudio se detecto la respuesta del fitoplancton
a la adicion de nitrato y acido silicico en términos de
abundancia celular, biomasa autotréfica y composicion
taxondmica de los ensambles provenientes del Fiordo
Reloncavi en invierno, y Fiordo Comau en primavera.
Se ha sugerido que la interaccion entre la disponibilidad
de nutrientes y las condiciones limitantes de irradiacion
son los factores que modulan la productividad primaria
en esta zona condicionando la dinamica de los
ensambles de fitoplancton via los cambios que
experimentan debido a la variabilidad estacional de los
factores antes mencionados (Saggiomo et al., 1994;
Iriarte et al., 2007). Los resultados obtenidos muestran
en primera instancia que en el sistema de fiordos de la
Patagonia las diatomeas son parte importante del
fitoplancton, contribuyendo en gran medida a la
estructura tréfica de estos ambientes (Alvez-Souza et
al., 2008; Gonzélez et al., 2010). Los ensambles de
fitoplancton de ambos fiordos mostraron una respuesta
lenta frente a la adicién de nitrato y &cido silicico, y
después de los primeros 5 dias de incubacién se
detectaron incrementos rapidos de abundancia celular y
biomasa autotrdfica en los tratamientos T1, T2y T3 en
los experimentos de invierno y primavera.

Los resultados para los tratamientos con adicién de
NO3z"y Si(OH)4 (T1, T3), y sin adicion de NO3™ (T4) la
abundancia y biomasa autotréfica fue la mas baja,
sugiriendo que los ensambles de fitoplancton de los
fiordos estudiados se encuentran controlados
principalmente por nitrato durante invierno vy
primavera, mientras que el acido silicico podria actuar
como cofactor limitando el crecimiento de las
diatomeas. En estudios anteriores se ha sugerido que el
nitrato limita el crecimiento de fitoplancton en los
fiordos de Chile (Saggiomo et al., 1994; Iriarte et al.,
2007), congruente también con las observaciones de
Iriarte et al. (2013), quienes atribuyen al nitrato la
modulacién de la abundancia, biomasa y composicién
del fitoplancton en la region norte de la Patagonia. Las
razones Si(OH)4/NOs <1 determinadas en el Mar
Interior de Chiloé también indican una deficiencia de
nitrégeno inorganico (Iriarte et al., 2007; Gonzalez et
al., 2010).

El fitoplancton en los fiordos de la zona sur-austral
de Chile se compone de alrededor de 130 especies, de
las cuales aproximadamente el 70% son diatomeas
durante todo el afio (Alves-de-Souza et al., 2008). En
experimentos previos en microcosmos se ha
demostrado que la adicion de pulsos de nitrato influye
en la dinamica de fitoplancton y que las diatomeas
tienden a predominar en las etapas iniciales de las
incubaciones (Dugdale, 1967; Margalef, 1978; Iriarte et

al. 2013). Esto concuerda con los resultados obtenidos
en esta investigacion, ya que en todos ellos se observd
predominio de diatomeas tanto al inicio como al final
de los experimentos, independiente de la estacionalidad
y del lugar de origen de los indculos (Reloncavi y
Comau), lo que indica que el acido silicico podria jugar
un rol como factor co-controlador. La concentracion de
fésforo bajé a niveles no detectables en experimentos
T1y T3 de primavera, donde el acido silicico estaba
presente en concentraciones iniciales de 20 y 40 uM.
Esta caida coincide con disminuciones a niveles no
detectables de la concentracion de clorofila y
abundancia celular fitoplanctonica en los experimentos
T3y T4, lo que podria indicar algin tipo de limitacion
por fosfato. Explicaciones alternativas también son
factibles como deficiencia interna de fdsforo del
indculo inicial, o uso eficiente de fésforo por la fraccién
menor a 20 um.

Las diatomeas pennadas por lo general tienen una
razén superficie/volumen (S/V) mayor que las céntricas
y se correlacionan preferentemente con altas concentra-
ciones de nitrato en el ambiente, con razones Si:N bajas
y poseen por lo general, constantes de saturacion (Ks)
mas altas para el nitrato y &cido silicico (Reynolds,
2006; Alves-de-Souza et al., 2008). Esto propicia la
dominancia de este tipo de diatomeas en ensambles de
fitoplancton presentes en aguas cuyas concentraciones
de nitrato son mas altas o cuya proporcion N:Si
favorece al nitrato, siendo opuesto el caso de la mayor
concentracion de acido silicico, lo que hace posible el
establecimiento y la dominancia de especies de
diatomeas céntricas, formadoras de cadenas con
afinidad por nitrato y constantes de saturacion mas
bajas. La formacion de cadenas es una estrategia
ecolégica que permite a las células aumentar la
superficie expuesta al medio, mayor movilidad y por
ende mayor acceso a los nutrientes y una disminucion
de la probabilidad de depredacidn por parte de otros
organismos del plancton (Reynolds, 2006). Asi, de
acuerdo a la razén Si:N con la cual se ven favorecidas
las distintas especies de diatomeas es que se clasifican
en los grupos funcionales D1 (S/V >15 pm?;
correlacién con altas concentraciones de nitrato), D2
(S/V ~1,0 um; correlacion con concentraciones de
nitrato y &cido silicico) y D3 (S/V 0,5-0,8 pm?;
correlacidn con altas concentraciones de acido silicico),
todo esto dentro de la clasificacién de las diatomeas
como un grupo estratega-K, capaces de crecer en
variados tipos de ambientes con diferentes y a veces
contrastantes caracteristicas (Reynolds, 2006; Alves-
de-Souza et al., 2008).

Durante el invierno en el Fiordo Reloncavi,
Skeletonema fue el género de diatomea céntrica que
predomind en los ensambles al inicio de las incuba-
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ciones. Skeletonema es una diatomea cuya mayor
abundancia en los fiordos de Chile, se presenta en
invierno y ecologicamente se clasifica en el grupo
funcional D3, el cual reline a especies asociadas a
condiciones estratificadas, altas concentraciones de
acido silicico y una relacion S/V menor en comparacion
a otras especies de diatomeas (S/V 0,5-0,8 um?)
(Alves-de-Souza et al., 2008), como las que se pueden
encontrar en los fiordos durante la época invernal.
Ademas de Skeletonema, las especies de mayor
abundancia en los ensambles incubados correspon-
dieron a géneros de diatomeas céntricas: Detonula,
Thalassiosira y Leptocylindrus clasificadas en el grupo
funcional D3. En el tratamiento T2 del Fiordo
Reloncavi (sin adicion de acido silicico) el ensamble
responde al cambio en concentracién con el aumento en
la abundancia de Detonula spp. por sobre las otras
especies debido a que de las mencionadas
anteriormente, es aquella con menor razén S/V. Por lo
tanto, posee una constante de saturacion media (Ks)
para el Si(OH)s mas baja y necesita menores
concentraciones de &cido silicico para desarrollarse de
manera éptima (Reynolds, 2006; Alves-de-Souza et al.,
2008; Schapira et al., 2008).

Algo similar ocurri6 en T3 en invierno en el
Reloncavi, el tratamiento con aumento de Si(OH)4 a 60
["M, en el cual Thalassiosira spp. paso a ser la especie
dominante del ensamble. Esta diatomea, a diferencia de
Detonula spp., tiene una razén S/V mayor que
Skeletonema o cualquiera de las otras microalgas
relativamente abundantes en el ensamble, por lo que
aprovecha el aumento en acido silicico en el ambiente
por su mayor Ks (Reynolds, 2006; Alves-de-Souza et
al., 2008). En T4, el tratamiento sin enriquecimiento de
NOs", continud la dominancia de Skeletonema spp., con
la diferencia que debido al descenso de la
concentracion de nitrato, la abundancia celular del
ensamble, en general, declind en el transcurso del
experimento. Como resultado de la adicion de
nutrientes, independiente del tratamiento, los
ensambles de invierno de Reloncavi se iniciaron con la
dominancia de especies de diatomeas céntricas y, una
vez concluido el periodo de incubacion, continuaron
siendo dominados por Skeletonema y otras diatomeas
céntricas.

Durante el experimento de primavera en Comau, la
dominancia de los ensambles estuvo compuesta por
diatomeas céntricas y pennadas. La diatomea pennada
Pseudonitzschia spp. y la céntrica Leptocylindrus spp.
registraron las abundancias mas altas en T1y T2, y en
T3 y T4, respectivamente. Ademas de estas especies,
Cylindrotheca spp., Thalassionema spp. y Rhizosolenia
spp. fueron otras diatomeas mas abundantes durante la
etapa inicial de las incubaciones (Fig. 4b). En

primavera, los aportes de aguas oceanicas y por lo
tanto, de nitrato y mezcla son mayores (Gonzélez et al.,
2011). Esto se refleja en la composicion de los
ensambles, debido a que la mayoria de las especies mas
abundantes pertenecen al grupo funcional D1, que se
caracteriza por agrupar organismos correlacionados
principalmente con altas concentraciones de nitrato y
cuya razon S/V es alta en relacion a otras especies (S/V
> 1,5 um?) (Alves-de-Souza et al., 2008). Frente a la
adicién de nitrato y 4acido silicico, dominaron las
diatomeas céntricas resilientes en el ensamble
Skeletonema spp., Chaetoceros spp. y Rhizosolenia
spp., pertenecientes a los grupos funcionales D2 y D3.
En T1 (Fig. 4b), Skeletonema spp. aumenté su
abundancia y la especie dominante fue Chaetoceros
spp., clasificada dentro del grupo D2, que incluye a
organismos correlacionados con altas concentraciones
de nitrato y 4cido silicico, con una razén S/V ~1 um*
(Alves-de-Souza et al., 2008). En los tratamientos T2 y
T3 Skeletonema spp. resultdé dominante (Fig. 4b),
alcanzando més de 95% de abundancia relativa en el
tratamiento T3 (N+P+60Si). En el tratamiento T4, la
abundancia celular cayd drasticamente como resultado
de la carencia de nitrato, siendo dominado por algunas
células de la diatomea del grupo D3, Rhizosolenia spp.
(Fig. 4b). De esta manera, los ensambles dominados por
diatomeas céntricas continuaron siéndolo hasta el
término de las incubaciones y los ensambles dominados
por diatomeas pennadas cambiaron hacia el predominio
de diatomeas céntricas producto de la adicién de
nutrientes.

Durante el experimento de invierno el microfi-
toplancton de Reloncavi fue responsable de 20 a 75%
de la biomasa autotrdfica, excepto en el tratamiento T2
(sin adicion de acido silicico), relacionandose con la
composicion de taxa del fitoplancton conformada
principalmente por especies formadoras de cadenas
(Skeletonema, Thalassiosira, Detonula). Estas especies
muestran una correlacién con &cido silicico, lo que se
corresponde con los resultados de las concentraciones
y razones de nitrato, acido silicico y fosfato en el medio
al finalizar las incubaciones, las cuales muestran un
descenso en la concentracion de nitrato y, por ende, una
disminucion de la razén N:Si y N:P (Tabla 1). Todas
estas  caracteristicas produjeron también una
disminucién o mantenimiento de la fraccion del
nanofitoplancton, excepto en el tratamiento T2, en el
cual el nano- y microfitoplancton alcanzaron una
proporcion similar, mientras que el picofitoplancton se
mantuvo homogéneo o decliné en los experimentos
(Fig. 4a).

Cambios en la proporcion y concentracion de nitrato
y acido silicico podrian ser algunos de los detonantes
de floraciones nocivas de microalgas, especialmente si
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se considera los cambios acelerados que estd experi-
mentando el ambiente producto del uso cada vez mas
intensivo de la zona costera, por actividades de
acuicultura, silvicultura, agricultura y uso de fuentes
lacustres o pluviales para generacion de energia. Varias
de las diatomeas encontradas en los ensambles durante
y al finalizar las incubaciones correspondieron a
especies que han sido observadas en los programas de
monitoreo de fitoplancton en el sistema de fiordos de la
Patagonia Norte y han sido identificadas como especies
nocivas para la acuicultura, como por ejemplo
Leptocylindrus spp., Rhizosolenia spp. y Chaetoceros
spp., las cuales producen mortalidad de salménidos
debido a asfixia por destruccion del tejido branquial.

CONCLUSIONES

En condiciones de microcosmos Yy de respuestas a corto
plazo de los ensambles fitoplancténicos estudiados se
concluye que la adicion de nitrato y acido silicico
producen un aumento de la abundancia y biomasa
autotrdfica, asociados a cambios en la composicion del
ensamble de fitoplancton independiente del indculo
inicial, resultando en el predomio de especies de
diatomeas céntricas formadoras de cadenas
Thalassiosira spp., Skeletonema spp. y Leptocylindrus
spp., independiente de la estacion del afio y del origen
del indculo inicial (Fiordo Reloncavi en invierno y
Fiordo Comau en verano). Estos resultados permiten
plantear escenarios de respuesta de los ensambles
fitoplanctonicos de fiordos de la Patagonia chilena
frente a cambios en las concentraciones y razones de
nutrientes en el ambiente, ya sea por cambio climatico
global natural y de incremento en las actividades
antropicas que impactan a estos ecosistemas, como la
acuicultura y el uso de suelo, entre otros.
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