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Relacion entre actividad enzimatica y biomasa de ensambles
fitoplanctonicos en el sistema pelagico

José L. Iriarte!, Renato A. Quifiones?, Rodrigo R. Gonzilez? & Cynthia P. Valenzuela!
INticleo Cientifico Milenio FORECOS e Instituto de Acuicultura, Universidad Austral de Chile
Puerto Montt Campus, Casilla 1327, Puerto Montt, Chile
2Centro de Investigacion Oceanogrifico para el Pacifico Sur Oriental COPAS
Universidad de Concepcion, Casilla 160-C, Concepcién, Chile

RESUMEN. En ambientes de condiciones fluctuantes y drasticas, las adaptaciones fisiologicas y bioquimicas pueden
llegar a ser importantes en la estructuracion de ensambles fitoplantonicos. El objetivo de este estudio fue establecer si la
actividad enzimatica de fitoplancton, como un indicador de su metabolismo interno dominante, se relaciona con la bio-
masa autotrofica. Las areas geograficas estudiadas correspondieron a: islas Shetlands del Sur (62°S), bahia de Mejillones
(22°S) y seno de Reloncavi (41°30’S). En las areas seleccionadas y mediante una aproximacion de terreno, se colectaron
muestras para analisis enzimatico del metabolismo intermediario del nitrogeno (nitrato reductasa y glutamina sintetasa),
biomasa autotréfica y andlisis de nutrientes disueltos inorganicos. En términos de la actividad enzimatica fraccionada
por tamafio se observo una disminucion de la actividad de nitrato reductasa (bs geioncavi = =0,93; bp Mejitiones = -0,05) ¥
glutamina sintetasa (bg gejoncavi = -0,79) con el incremento del tamaiio corporal del fitoplancton. Estas pendientes, menores
a-1,0, sefialan la relativa importancia de ensambles fitoplanctonicos dominados por diatomeas en aguas costeras ricas en
nutrientes inorganicos nitrogenados. Durante el desarrollo de una floracion de una especie de dinoflagelado se detectd
una elevada actividad de glutamina sintetasa (GS), sugiriendo que ciertas especies de dinoflagelados prefieren las formas
de nitrogeno reducido (amonio y urea) en comparacion a nitrato o nitrito. La estimacion, via actividad enzimatica, de la
razoén f'con valores > 0,5 y < 0,5, sugiere la importante contribucion de las diatomeas a la produccion nueva (basada en
nitrato) en comparacion a los flagelados, los cuales contribuyen significativamente a la produccion regenerada (basada
en amonio), respectivamente.

Palabras clave: Nitrato reductasa, glutamina sintetasa, nitrogeno inorgénico, clorofila, fitoplancton.

Relationship between enzymatic activity and biomass of phytoplankton
assemblages in the pelagic system

ABSTRACT. In environments with drastically fluctuating conditions, physiological and biochemical adaptations can be
important for the structuration of phytoplankton assemblages. The objective of this study was to establish whether the
enzymatic activity of the phytoplankton, an indicator of its dominant internal metabolism, is related to the autotrophic
biomass. The geographic study area covered the South Shetland Islands (62°S), Mejillones Bay (22°S), and Seno de
Reloncavi (41°30°S). Samples were collected in the field at the selected sites for enzymatic analyses of the intermediary
nitrogen metabolism (nitrate reductase, glutamine synthetase) and autotrophic biomass, as well as dissolved inorganic
nutrient analyses. In terms of the size-fractionated enzymatic activity, nitrate reductase (bs reloncavi = -0-93; g wmejiliones =
-0.65) and glutamine synthetase (bg rejoncavi = -0,79) activities decreased as the body size of the phytoplankton increased.
These slopes, less than -1.0, indicate the relative importance of diatom-dominated phytoplanktonic assemblages in coastal
waters rich in inorganic nitrogenated nutrients. Elevated glutamine synthetase activity (GS) was detected during a bloom
of a dinoflagellate species, suggesting that certain dinoflagellate species prefer reduced nitrogen forms (ammonium and
urea) over nitrate or nitrite. The estimate, via enzymatic activity, of the f'ratio with values > 0.5 and < 0.5 suggests,
respectively, an important diatom contribution to new production (based on nitrate) as compared with the flagellate
contribution, which is important to regenerated production (based on ammonium).

Key words: nitrate reductase, glutamine synthetase, inorganic nitrogen, chlorophyll, phytoplankton.
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INTRODUCCION

La productividad primaria en el ambiente marino es
una propiedad comunitaria de compleja modelacion
debido a su regulacion por multiples factores, entre
ellos la concentracion de nutrientes y la intensidad
de Iuz. Los macro y micronutrientes, tales como el
nitrogeno, fosforo, silice y hierro, han sido sugeridos
como posibles factores limitantes del crecimiento
del fitoplancton, lo que ha sido evidenciado tanto
en sistemas oceanicos (Dunne et al., 1999; Tyrrel,
1999), como en sistemas costeros (Herbland et al.,
1998; Hutchins & Bruland, 1998). Aunque el con-
cepto de “nutriente limitante” propuesto por Liebig
(Liebig, 1843) establece que el crecimiento esta
determinado principalmente por la concentracion por
aquel nutriente que se encuentra menos disponible
en el medio, también se han observado otros efectos,
tales como reduccion a nivel individual de activi-
dades enzimaticas (e.g., enzima Rubisco, Geider et
al., 1993), contenido de pigmento celular (Sosik &
Mitchell, 1991) y eficiencia fotosintética maxima
(Greene et al., 1991).

Los estudios in situ de la actividad enzimatica de
la comunidad fitoplanctonica son escasos. Eppley et
al. (1969) discutieron la importancia del potencial
uso de enzimas, como la nitrato reductasa, en es-
tudios de ecologia fitoplanctonica, principalmente
como indicador de la fuente de nitrégeno externo
(NO; o NH,") (Fig. 1). Estudios posteriores exami-
naron la potencial relacion entre la actividad de la
nitrato reductasa y la tasa de asimilacion de nitrato
en el fitoplancton marino (Collos & Slawyk, 1976;
Blasco et al., 1984), asi como también entre la ni-
trato reductasa y variables ambientales, como NO;’,
NH,", Fe™" y luz (Collos & Lewin, 1974; Blasco
& Conway, 1982; Timmermans ef al., 1994; Flynn
& Ripkin, 1999). Experimentos comparativos en
condiciones de laboratorio han mostrado una mayor
actividad enzimatica de las nitrato/nitrito reductasas
en especies de diatomeas en comparacion a especies
de flagelados (Lomas & Glibert, 2000). Estas diferen-
cias especie-especificas sugieren indirectamente que
el tamafio celular puede tener un impacto importante
en la actividad enzimatica, principalmente debido
a diferencias en la estructura celular, composicion
quimica y estado tréfico (autotrofico/mixotréfico)
y relacion superficie/volumen (S/V). La actividad
enzimatica como una tasa metabodlica dependiente del
tamafio corporal es un area de investigacion actual y
relevante para mejorar el entendimiento de las tramas
troficas de los ecosistemas marinos.

En ambientes costeros, al contrario de los am-
bientes ocednicos, las asociaciones fitoplanctonicas
experimentan cambios rapidos (nutrientes, luz)
y en el ambiente fisico (mezcla, estratificacion),
cambios que influencian la composicion de especies
(Margalef, 1978; Mann & Lazier, 1996; Rodriguez
et al., 2001). Sin embargo, en estos ambientes de
condiciones fluctuantes y drasticas (e.g., magnitud
y direccion de vientos, incremento/limitacion de
nutrientes, mayor/menor exposicion a intensidad de
luz, aporte de agua dulce, altas/bajas temperaturas,
deficiencia de oxigeno, masas de agua), las adapta-
ciones fisiologicas y bioquimicas pueden llegar a ser
también importantes en la estructuracion de comuni-
dades fitoplantonicas (Gonzalez & Quifiones, 2000).
Al respecto, estudios enzimaticos en organismos
marinos en areas de surgencia costera han indicado
la existencia de especies que presentan alta capacidad
metabolica frente a condiciones de hipoxia (e.g., po-
liquetos: Gonzalez & Quifiones, 2000; larvas de sar-
dina: Overnell & Batty, 2000; Euphausia mucronata:
Gonzalez & Quifones, 2002), asi como también de
poblaciones pelagicas con deficiente adaptacion a la
condicion de hipoxia (e.g., Calanus chilensis, Ulloa
et al., 2001; Gonzalez & Quifiones, 2002).

En el contexto del balance de carbono en el
océano, se ha utilizado la razén-f entendida como la
razon entre la produccion nueva (basada en NO; ") y la
produccién total (NO; +NH,") (Eppley & Peterson,
1979; Bienfang & Ziemann, 1992). Este concepto es
relevante dado que mientras un sistema funciona de
forma regenerada, este no produce excedentes (todo
lo que se produce se recicla). Por el contrario, en re-
giones de afloramiento existe una inyeccion continua
de aguas profundas ricas en nitrato lo que determina
una mayor contribucion de la produccién nueva y
la generacion de excedentes de materia organica
(sedimentacion y adveccion vertical). Desde una
perspectiva biogeoquimica, la utilizacion de enzimas
en conjunto con la utilizacion de is6topos de nitrogeno
ya ha sido utilizada como una herramienta cualitativa
para cuantificar la magnitud de la produccion primaria
proveniente ya sea de nitrato como de amonio en
ambientes marinos. Especificamente, la actividad
enzimética de la razéon NR/GS ha sido usada como
un indicador analogo a la razén-f* (Rees et al., 1995;
Slawyk et al., 1997; Takabayashi et al., 2005).

En el presente documento se analiza los re-
sultados de mediciones de actividad enzimatica
del metabolismo intermediario del nitrogeno de
ensambles fitoplanctonicos de la costa de Chile y
Antartica. Mediante esta aproximacion molecular, la
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Figura 1. Reduccién de NO, y procesos metabdlicos que generan amonio en los tejidos vegetales, asimilacién y
transporte. Fd__y Fd, : formas oxidada y reducida, respectivamente, de la ferredoxina, Glu: glutamato, Gin:
glutamina, OG: 2-oxoglutarato, Pi: fosfato inorganico. Enzimas: 1) nitrato reductasa, 2) nitrito reductasa, 3)
glutamina sintetasa, 4) glutamato sintasa. La asimilacién de nitréogeno y biosintesis de amino-acidos ocurre en
el interior de la célula fotosintética eucaridtica tanto en el citoplasma como en el cloroplasto utilizando enzimas
especificas para cada compartimento. Una de las etapas de la asimilacion de nitrégeno es la reduccion del nitrato
a amonio, que tiene lugar mediante dos reacciones consecutivas mediada por el complejo de enzimas nitrato (NR)
y nitrito (NRi) reductasas (Syrett, 1981; Falkowski, 1983). En un primer paso y seguida a la incorporacion de
nitrato desde el medio al interior de la célula (citoplasma), la enzima nitrato reductasa reduce el nitrato a nitrito,
un proceso que requiere energia en la forma de un reductor fotosintético, el NADH. En un segundo paso y en el
interior del cloroplasto, el nitrito es reducido a amonio por la enzima nitrito reductasa. En el caso del amonio, una
de las vias principales de asimilacién, reduccién y posterior incorporaciéon a amino acidos ocurre via glutamina
sintetasa (GS) (Syrett, 1981).

Figure 1. NO, reduction and metabolic processes that generate ammonium in plant tissues, assimilation and trans-
port.: Fd, _and Fd_;: oxidate and reduced forms, respectively, of ferredoxin, Glu: glutamate, Gln: glutamine, OG:
2-oxoglutarate, Pi: inorganic phosphate. Enzymes: 1) nitrate reductase, 2) nitrite reductase, 3) glutamine synthetase,
4) glutamate synthase. Nitrogen assimilation and amino acids biosyntesis occurred at eucaryotic photosynthetic
interior cells either in the cytoplasm as well as in the chloroplast using specific enzymes in each compartments.
Reduction of nitrate to ammonium is mediated by the nitrate reductase complex (nitrate and nitrite reductase)
by a two steps reaction that requires energy in a NADH photosynthetic reductor form (Syrett, 1981; Falkowski,
1983). In the ammonium case, one of the main assimilation, reduction and uptake into amino acids pathways,
occurred via glutamine synthetase enzyme (Syrett, 1981).
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informacion resultante podria explicar la variabilidad
de propiedades bioldgicas tales como actividad enzi-
matica, biomasa y produccion primaria del ensamble
fitoplancténico, en relacion a la disponibilidad de
nutrientes inorganicos (NO;", NH,", PO,%). Los
estudios ecologicos in situ discutidos en este trabajo
representarian las respuestas del fitoplancton tanto
a nivel poblacional (desarrollo de floracion algal),
como de diferentes grupos funcionales u operacio-
nales (fracciones de tamafio). El objetivo general de
este estudio fue establecer si la actividad enzimatica
de ensambles fitoplanctonicos, como un indicador
de su metabolismo interno dominante, se relaciona
con la biomasa autotroéfica. La constatacion de estas
relaciones es un paso importante para comprender
el rol que juegan los procesos moleculares en la
modulacion de propiedades (biomasa) y procesos
(produccion primaria) comunitarios, especialmente
en ambientes marinos con grandes fluctuaciones
oceanograficas.

MATERIALES Y METODOS

Areas de estudio

Las muestras se colectaron en tres ambientes mari-
nos: a) ambiente polar (diciembre 2000; alrededor de
las islas Shetland del Sur, Antartica, 62°S), b) am-
biente costero-templado (marzo 2002 a septiembre
2004; seno de Reloncavi, Puerto Montt, 41°30°S) y
¢) ambiente subtropical de afloramiento costero (julio
y octubre 2002; bahia de Mejillones, Antofagasta,
22°8) (Fig. 2). El océano austral Antartico se carac-
teriza por su alta concentracion de nutrientes y baja
biomasa fitoplanctonica (High Nutrient Low Chloro-
phyll, HNLC), y produccion primaria (High Nutrient
Low Production, HNLP) (Treguer & Jacques, 1992).
Los perfiles verticales de nutrientes disueltos sefialan
altas concentraciones en superficie de nitrato (5-20
uM), fosfato (2-5 uM) y silicato (5-25 uM) (Priddle
et al., 1995).

El area de la peninsula de Mejillones (21°S) se
localiza en el margen costero oriental del Pacifico
sur. Esta area es considerada una zona de surgencia
costera semipermanente, caracterizada por pulsos de
altas concentraciones de nitrato (> 5 uM) en la zona
fotica, temperatura superficial de 14-16°C y valores
bajos de oxigeno disuelto (Rodriguez et al., 1991). La
informacion oceanografica del mar interior de Chiloé
ha sido registrada por una serie estudios realizados
durante los ultimos 30 afios (e.g., Pickard, 1971;

Brandhorst, 1971; Silva et al., 1995, 1997; Bastén
& Clément, 1999; Prado-Fiedler, 2000). El analisis
de esta informacion ha mostrado la presencia de una
estructura de dos capas modulada principalmente por
una fuerte haloclina en los primeros 20 m de profun-
didad. Durante el periodo de primavera, los nutrien-
tes presentan en los primeros 50 m de profundidad
concentraciones de 0,4-1,2 uM para el fosfato, 4-16
UM para el nitrato y 0,05-0,93 uM para el amonio
(Iriarte, 2005).

Ensayos de actividad enzimitica en fitoplancton

Actividad enzimatica para Nitrato Reductasa (NR): La
actividad de este complejo enzimatico fue estimada
mediante una combinacion de las metodologias
propuestas por Eppley et al. (1969), Packard et
al. (1978), Timmermans et al. (1994) y Berges &
Harrison (1995). Los filtros fueron inmersos en buffer
de tolueno, para luego permeabilizar las células con
tolueno y NADH, lo que provee una mezcla reductora.
Los ensayos enzimaticos comenzaron con la adicion
de KNO, a la mezcla y realizados a temperatura
ambiente y bajo luz. Las muestras fueron tomadas
a 10, 20 y 30 m y la reaccion enzimatica finalizada
con agua des-ionizada caliente. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas (15 min a 4000 rpm)
y una alicuota del sobrenadante fue analizada en un
espectrofotometro a una longitud de 543 nm. La
actividad enzimatica fue estandarizada y expresada
en nmol de nitrito formado por L' por h!.

Actividad enzimatica para Glutamina Sintetasa
(GS): las actividades de esta enzima fueron medidas
en muestras de microfitoplancton, colectadas en
filtros GF/C en los distintos ambientes y almacena-
das en nitrégeno liquido, por medio de un ensayo
biosintético basado en la sintesis de y-glutamil
hidroxamato (Slawyk & Rodier, 1988). Los filtros
fueron suspendidos en 3 mL de buffer imidazol frio
(50 mM, pH 7,1) conteniendo DL-ditiotreitol (DTT
0,6 mM), para luego proceder con el rompimiento de
células mediante un macerador de tejidos de teflon-
vidrio, por 1,5 min a aproximadamente 1000 rpm.
Para iniciar la reaccion enzimatica, 1 mL de fluido
fue usado como extracto de enzima y agregado a
0,8 mL de una mezcla de reaccion: hidroxilamina,
glutamato, ATP, MgSO,, todo mezclado con buffer
de imidazol. El blanco consistio en 1 mL de extracto
en la mezcla de reaccion, el ATP ha sido reemplazado
por buffer imidazol. La mezcla de ensayo fue incu-
bada por 30 min a 30°C, reaccion que fue finalizada
agregando una mezcla conteniendo FeCl, -6H,0 y
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Figura 2. Areas de estudio en la costa de Chile y Antartica, seiialando los sistemas marinos muestreados para
variables del fitoplancton (biomasa, actividad enzimatica) y nutrientes. a) bahia de Mejillones, Antofagasta, b)
seno de Reloncavi, Puerto Montt, c) islas Shetlands del Sur, Antartica.

Figure 2. Sampling areas, showing the location of the three marine systems sampled for phytoplankton variables
(biomass, enzymatic activity) and nutrients. a) Mejillones Bay, Antofagasta, b) Reloncavi Fjord, Puerto Montt,

¢) South Shetlands Islands, Antartica.

acido tricloroacético (TCA). Las muestras y blancos
fueron centrifugados (10 min a 4000 rpm) y el pro-
ducto final y—glutamil hidroxamato (y-GH) generado
fue medido a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotometro equipado con una cubeta de 1 cm.
La actividad enzimatica fue expresada en términos
de picomoles de y-GH formado por célula por hora
(pmol cél'l-h!).

Actividad enzimatica, nutrientes y biomasa
autotroéfica

Las muestras fueron colectadas mediante botellas
oceanograficas Niskin (5 L). Se filtraron entre 2 'y 5
L de agua de mar usando filtros GF/F, 47 mm de fibra
de vidrio, los que fueron almacenados en nitrégeno
liquido para su posterior analisis enzimatico. Para
las areas de seno de Reloncavi e islas Shetland del
Sur, se colectaron muestras (500 mL) para analisis
de los principales nutrientes, tales como nitrato y
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amonio, durante el periodo marzo 2002 a septiembre
2004 (dos muestras cada mes) y diciembre 2000,
respectivamente. Para el andlisis de nutrientes se
filtraron las muestras en filtros GF/C siguiendo la
metodologia de Parsons ef al. (1984). La biomasa
fue estimada indirectamente mediante la medicion
de clorofila “a” de acuerdo a la metodologia fluo-
rométrica recomendada por Parsons et al. (1984).
Cada filtro fue almacenado en un vial con acetona a
90% y mantenido a -30°C bajo oscuridad. Después
de 15 h, las muestras fueron leidas en un fluorémetro
Turner Design (TD-700) previamente calibrado con
clorofila pura (Sigma).

Actividad enziméitica y tamafio corporal en
ensambles fitoplancténicos

Para esta actividad se caracterizo la distribucion de
tamafios del fitoplancton abarcando tamafios celu-
lares entre 1 y 220 pm, agrupadas en siete clases de
tamafio: 1-3, 5-10, 10-23, 23-53, 53-80, 80-141 y
141-220 pm.

Construccion de espectro de tamafios: para la
relacion entre la actividad enzimatica y tamafo
corporal del fitoplancton, se realizo la organizacion
logaritmica de las clases de tamaifio y la normaliza-
cion de la actividad enzimatica por clases de tamaiio
a la amplitud de esa clase de tamaifio, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Platt & Denman (1978)
(B,= b,/ Aw,). Para ello se obtuvo la diferencia de la
actividad enzimatica entre dos fracciones de tamafio,
cuyo valor fue estandarizado por la marca de clase
de tamafio correspondiente. Para describir ambas
variables como una funcion continua se procedid
a normalizar la variable actividad enzimatica de
acuerdo a la transformacion propuesta por Platt &
Denman (1978): actividad enzimatica normalizada
AE, = AE./ Aw,donde AE, es la actividad enzimatica
por clase de tamafio y Aw, es la amplitud de la clase
de tamafio i. Este procedimiento ha sido utilizado en
los ambientes limnoldgico y marino (Rodriguez &
Mullin, 1986; Sprules & Munawar, 1986). Se aplicd
el modelo log, (actividad enzimdtica normalizada,
unidad) = log, a + b log, (tamafio corporal, um),
donde la variable independiente tamafio corporal
(W) correspondi6 al valor promedio del rango de
tamafio i. Se realiz6 una prueba de regresion lineal
simple (método de Minimos Cuadrados, Zar, 1984)
para detectar relacion significativa entre las varia-
bles dependientes normalizada por tamaio corporal
(actividad enzimatica y produccion primaria) y la
variable independiente (tamafio corporal).

RESULTADOS

Actividad enzimatica distribuida por tamafio
corporal

La actividad de la nitrato reductasa (bs reloncavi = -
0,93; bB Mejillones = -0,65) y de la glutamina sintetasa
(bs Reloncavi = -0,79) disminuyeron con el aumento
del tamafio corporal del ensamble fitoplanctonico
(Fig. 3). Las pendientes menores a -1,0, sefialan la
importancia relativa de los ensambles fitoplancto-
nicos dominados por diatomeas en aguas costeras
ricas en nutrientes. En este estudio se obtiene que
la actividad enzimatica de la nitrato reductasa y la
glutamina sintetasa distribuida por tamafio del fito-
plancton en el rango 2-200 um puede ser representada
por una relacién linear inversa significativa, en dos
areas marinas costeras (seno de Reloncavi y bahia
de Megjillones).

Relacion entre actividad enzimatica y biomasa
autotroéfica

Durante la floracion algal del dinoflagelado Gymnodi-
nium chlorophorum, en la region sur-austral de Chile
(41°30°-43°S) se observo un aumento en la actividad
de glutamina sintetasa y de manera inversa, una
disminucion de la actividad enzimatica de la nitrato
reductasa durante el periodo de maxima abundancia
(15.000 cél'ml"") y de biomasa de esta especie. Previo
al periodo de la floracion los valores promedio de
actividad NR registrados fueron de 134,7 nmol h™'-L"!
(rango: 46,42-227,82 nmol h'!-L!), y para la activi-
dad promedio de GS fue de 43,17 nmol GH h'!-L"!
(rango: 7-107,39 nmol h!-L!). Durante la floracion,
la actividad de NR disminuye a un promedio de 5,75
nmol h™'-L"! (rango: 2,34-14,34 nmol h"-L") y au-
menta la actividad promedio de la glutamina sintetasa
a 1.230,9 nmol GH h™"-L-! (rango: 321,95-2.498,05
nmol GH h''-L"). Un resultado interesante fue la
disminucién de la relacion NR/GS durante la floracion
algal en condiciones de concentraciones limitantes de
nutrientes disueltos de origen nitrogenado (< 1 pM
de NO; y NH,").

Durante el periodo de elevada actividad de gluta-
mina sintetasa (GS), el ensamble fitoplanctonico fue
dominado por Gymnodinium chlorophorum. La baja
actividad de 1a NR corresponde a la elevada concen-
tracion de clorofila a y 1a actividad de 1a GS evidencia
que ciertas especies de dinoflagelados prefieran las
formas de nitrégeno reducido (amonio y urea) en
comparacion a nitrato o nitrito. La relacion positiva
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Figura 3. Actividad enzimatica de nitrato reductasa y glutamina sintetasa distribuida por clase de tamaiio de
ensambles de fitoplancton en bahia de Mejillones (23°S) y seno de Reloncavi (41°S).

Figure 3. Enzymatic activity of nitrate reductase and glutamine synthetase size-distributed of phytoplankton as-
semblages at Mejillones Bay (23°S) and Reloncavi Fjord (41°S).

entre la actividad de GS y clorofila a (? = 0,76; p <
0,05) durante el periodo de la floracion puede tener
implicancias para la ecofisiologia del fitoplancton.
La GS participa en la asimilacion del NO," como
un indicador en la asimilacién de NO;,, NH," y
urea. En la fase de crecimiento de la floracion de G.
chlorophorum en el seno de Reloncavi, el aumento en
biomasa (como clorofila @) del dinoflagelado estuvo
relacionado de manera linear a la actividad de GS,
para posteriormente permanecer constante a altas
concentraciones de biomasa (Fig. 4). El analisis por
area de estudio de las actividades enzimaticas sefiala
las diferentes magnitudes observadas entre regiones

en la relacion entre la biomasa fitoplanctonica y la
actividad enzimatica de nitrato reductasa (Fig. 5).

Rol biogeoquimico de la actividad enzimatica

La razon de incorporacion de nitrato con respecto a
la de nitrogeno inorgénico total (pNO,™/ (pNO;™ +
pNH,")), conocida como razén-f (Eppley & Peterson,
1979), ha sido usada como un indicador de la relativa
contribucién de la produccion nueva (pNO;") y la
produccion regenerada (PNH, ") a la produccion total.
Dado que las actividades totales de nitrato reductasa
reflejan solamente el crecimiento usando nitrato (ca-
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Figura 4. Relacién (log-log) entre la actividad de nitrato reductasa (nmol h-L!) y biomasa (como clorofila a) en
ensambles fitoplanctonicos de la Antartica (primavera: diciembre 2000), seno de Reloncavi (verano-otoiio 2003)
y bahia de Mejillones (octubre 2002, enero 2003).

Figure 4. Relationship (log-log) between the activity of nitrate reductase (nmol h"'L") and biomass (as chlorophyll
a) of phytoplankton assemblages in Antarctica (austral spring: December 2000), Reloncavi Fjord (summer-fall
2003) and Mejillones Bay (October 2002 and January 2003).
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Figura 5. Relacién no lineal cuadritica entre la actividad de glutamina sintetasa (nmol h'-L-!) y biomasa (como
clorofila a) durante el seguimiento de la floracién de una especie de dinoflagelado (Gymnodinium chlorophorum)
observado en el seno de Reloncavi (41°30°°S) durante marzo-abril 2003.

Figure 5. Non-lineal relationship between activity of glutamine synthetase (nmol h"l-L!) and biomass (as chlo-
rophyll a) during a short time series of a dinoflagellate bloom (Gymnodinium chlorophorum) at Reloncavi Fjord
(41°30°S) observed in March-April 2003.

talizan reacciones desde NO,™ del ambiente Eppley er  se encuentra cercana a una razon-f de actividad
al. (1969) y glutamina sintetasa refleja la utilizacion ~ enzimatica entre 0,5 y 1 (Fig. 6), correspondientes a
de nitrato y amonio (catalizan reacciones desde NH,"  ambientes costeros en los cuales dominan el grupo
del ambiente y desde la reduccion de nitrato y nitrito; de las diatomeas. Sin embargo, durante la floracion
Bressler & Ahmed, 1984), ellas pueden ser usadas  algal de un dinoflagelado, donde la actividad de NR
como indicadores cualitativos andlogos a la razéon-f*  es 0, la razon-f de actividad enzimatica fue menor
en sistemas costeros y oceanicos. Los datos sefialan ~ que 0,5.

que una significativa proporcion de las muestras
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Figura 6. Relacién entre la actividad de nitrato reductasa (nmol h™'-L!) y la sumatoria de actividades enzimaticas
de nitrato reductasa y glutamina sintetasa (nmol h™-L-") para muestras del seno de Reloncavi (41°30°S) y bahia

de Mejillones (23°S).

Figure 6. Relationship between activity of nitrate reductase (nmol h™-L-!) and glutamine synthetase plus nitrate
reductase (nmol h'l-L1) at Reloncavi Fjord (41°30’S) and Mejillones Bay (23°S).

DISCUSION

La aproximacion enzimatica tamafio-dependiente
intenta describir la existencia de una regularidad a
nivel celular considerando distintos grupos funciona-
les (nanoflagelados, diatomeas, dinoflagelados). Los
analisis realizados en sistemas oligotroficos en estado
estable y considerando una amplia escala de tamaios
(desde bacterias hasta zooplanctéres), han mostrado
una linearidad en el espectro de biomasa (como car-
bono) normalizado por tamafio (Rodriguez & Mullin,
1986; Quifiones et al., 2003). La regularidad del es-
pectro de biomasa en ambientes oligotroficos sugiere
que tanto los procesos metabolicos asi como también
de organizacion tréfica son importantes fuerzas que
la estructuran (Fry & Quifiones, 1994; Quifiones et
al., 2003; Cermeno et al., 2005).

Aunque los resultados presentados en este
estudio indican una linearidad en la actividad enzi-
matica distribuida por tamafios del fitoplancton, las
pendientes son significativamente distintas al valor
de -1,0 propuesto por Platt & Denman (1978). Esta
desviacion puede ser debida a las estrategias de vida
de los diferentes grupos fitoplanctdonicos presentes en
ambientes costeros altamente heterogéneos espacial
y temporalmente, como factores que modulan la bio-
masa y produccion primaria (nutrientes, luz, depre-
dacion). De acuerdo a la vision clasica, en ambientes
costeros de surgencia (semipermanente) existe un

predominio de especies fitoplanctonicas de gran
tamafio (Mann & Lazier, 1996), que en comparacion
con las poblaciones del nano y picoplancton, tendrian
una mayor ventaja competitiva en la cinematica de
incorporacion de nutrientes llevados a la superficie
(Malone, 1980). Ademas, cambios en el espectro de
biomasa podrian ser el resultado de la variabilidad
estacional esperada en ambientes costeros templa-
dos (Witek & Krajewska-Soltys, 1987; Rodriguez
et al., 2001), como resultado principalmente de
cambios estacional de la irradianza y nutrientes o
debido al efecto de eventos remotos tales como El
Niflo sobre los ensambles de fitoplancton (Iriarte &
Gonzélez, 2004). Al respecto, la distribucion por
tamanos de particulas autotroficas en los ambientes
marinos podria ser una funcién de la disponibilidad,
magnitud y estado quimico de los nutrientes en la
capa fotica; un incremento en produccion primaria
basada en adveccion vertical de nutrientes (NO,,
produccion nueva) resultaria en una mayor biomasa
del microfitoplancton (pendiente menos negativa).
En contraste, las areas de produccion regenerada
(NH,, remineralizacion activa en la capa eufbtica),
se caracterizarian por una relativa alta biomasa del
componente del picoplancton.

El incremento en la biomasa del fitoplancton y en
la actividad de GS, con concentraciones de nutrientes
inorganicos bajos y constantes, puede implicar que
la GS es un indicador de la utilizacién de nitrégeno
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organico disuelto por parte de esta especie de dinofla-
gelado (Gymnodinium chlorophorum). La ocurrencia
de especies FAN (Floraciones Algales Nocivas) y
especialmente de dinoflagelados ha sido relacio-
nado con altas y/o frecuentes adiciones de NH,* o
nitrogeno organico disuelto (e.g., urea) (Wilkerson
& Grunseich, 1990; Glibert & Terlizzi, 1999; Berg
et al., 2002; Dyhrman & Anderson, 2003). Sin em-
bargo, poco se sabe sobre la expresion de diferentes
actividades enzimaticas y de respuestas ecofisiolo-
gicas relacionadas con las especies responsables de
la formacion de FAN bajo las diferentes fuentes de
nitrogeno.

Existe evidencia experimental en poblaciones de
microalgas con deficiencia en nitrégeno (concentra-
ciones ambientales bajas) que poseen una actividad
mas alta de GS que las que crecen en altos niveles
de nitrato (Chaetoceros affinis, Slawyk & Rodier,
1986), (Phaeodactylum tricornutum, Slawyk & Ro-
dier, 1988). Diversos estudios han demostrado que
la contribucion relativa de los flujos de nitrégeno
organico disuelto versus el nitrogeno inorganico
disuelto pueden alterar perceptiblemente la compo-
sicion del ensamble, la biomasa y la productividad
primaria (Dyhrman & Anderson, 2003). La dindmica
de nutrientes inorganicos disueltos en superficie en
el seno de Reloncavi sefiala una gran variabilidad
estacional, con concentraciones maximas de nitrato
y ortofosfato en invierno (NO;™= 30 uM; PO,~=2,4
uM) y concentraciones minimas en verano tardio
(NO,™ = 0,1 uM; PO, = 0,3 uM). Las concentra-
ciones de amonio no mostraron una variabilidad
temporal significativa durante otofio e invierno,
cuyos valores promedios fluctuaron entre 1,4 uM y
1,3 uM, respectivamente. La informacion disponible
de nutrientes inorganicos en esta region revela una
razén baja de NO;:PO, = 7, lo cual sugiere que el
ensamble fitoplanctonico podria agotar el nitrato de
la columna de agua antes que el ortofosfato. Por lo
tanto la fisiologia del nitrégeno puede ser importante
para la dinamica de G. chlorophorum y quizés de
otras FAN en aguas costeras meridionales de Chile.
La baja concentracion de nitrato en la columna de
agua se puede explicar por la incorporacion del
fitoplancton y/o por una mezcla de bajos contenidos
de nutrientes agregados por el agua dulce (desde
rios y precipitaciones), como se ha registrado en el
margen de Chile meridional. Las concentraciones
maximas de nitrato registradas en el area costera del
seno de Reloncavi (30 pM) podrian estar afectadas
por la adicion de nitrogeno desde fuentes antropicas
adyacentes al sistema marino costero, en contraste

con los menores rangos de concentraciones en los
sistemas de canales y fiordos del sur de Chile (Silva
et al., 1997, Prado-Fiedler, 2000).

Al comparar las areas de estudio y observar
valores distintivos de actividad enzimatica, sugiere
que la actividad de NR en organismos autotroficos
es altamente influenciada por factores ambientales
tales como el origen de nitrogeno, luz y temperatura
(Berges & Harrison, 1995; Lomas, 2004). En la
region Antartica, considerado un ambiente alto en
nutrientes y baja biomasa (HNLC), no se observa
un patrén determinado, indicando valores bajos de
biomasa autotroéfica relacionados a baja actividad de
NR. Varios estudios realizados en el océano austral
han dado posibles explicaciones para esta paradoja a
través de diversas hipotesis, entre ellas la estabilidad
de la columna de agua, limitacion debida a la luz
(Nelson & Smith, 1991), alta presion de herbivoria
(Frost & Franzen, 1992), limitacion de macronu-
trientes (Holm-Hansen et al., 1994) y limitacion
por Fe sobre la produccion primaria (Helbling et al.,
1991). Nuestra observacion puede ser el resultado de
la dominancia de nanoflagelados autotroficos, baja
concentracion de Fe (elemento esencial para la cata-
lisis del complejo enzimatico de nitrato reductasas),
y temperaturas cercanas a 0°C. Por el contrario, en
ambientes costeros templados (seno de Reloncavi y
bahia de Megjillones), donde dominan las diatomeas,
se observa una relacion inversa, es decir la actividad
enzimatica de NR disminuye en ensambles fitoplanc-
tonicos con alta biomasa autotrofica. Finalmente, las
desviaciones de una relacion directa esperable entre
actividad enzimatica y biomasa autotrofica (e.g.,
células nuevas), puede ser explicada considerando la
influencia de factores intrinsecos tales como la inte-
raccion entre actividad enzimatica y diferentes sus-
tratos nitrogenados (e.g., represion de NR por amonio
(Vergara et al., 1998; Lomas, 2004)), la identidad del
grupo funcional fitoplanctonico (Lomas et al., 1996;
Glibert & Terlizzi, 1999)), el estado nutricional inter-
no de las células (presencia de vacuolas (Collos et al.,
2004)), y potencialmente si las células se encuentran
en crecimiento vegetativo o en dormancia, o en el
estado final de células senescentes.

A través de una aproximacion enzimatica, razones
de fentre 0,5y 1 y <0,5 sugiere la contribucion de las
diatomeas a la produccion nueva (basada en nitrato)
en comparacion a los flagelados, los cuales contri-
buyen significativamente a la produccion regenerada
(basada en amonio), respectivamente. Un siguiente
paso en esta direccion, seria evaluar si las medi-
ciones moleculares de la razén-f son comparables
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a las mediciones biogeoquimicas de incorporacion
de carbono (*C) y nitrégeno (!3N) en ensambles
fitoplanctoénicos de distintos ambientes marinos.
Finalmente, el rol que juega tanto la deficiencia o la
adicion de nutrientes en el incremento o disminucion
de las actividades enzimaticas estudiadas (GS, NR),
permite utilizarlas en estudios in situ como indicador
del estado nutritivo del fitoplancton, y por lo tanto de
cambios en la biomasa autotréfica y la produccion
primaria. El material organico formado esta acti-
vamente involucrado en el ciclo biogeoquimico de
acuerdo al modelo conceptual propuesto (Fig. 7): el
material es originado desde la reduccion y conversion
de nutrientes inorganicos a compuestos organicos que
estructuran el metabolismo celular del fitoplancton
(en términos de carbono, nitrogeno y fosforo) y que
promueve el crecimiento de los componentes de la
trama trofica desde bacterias (bacterias, material
organico disuelto, excrecion de organismos) a or-

ganismos micro-mesozooplanctonicos (herbivoria,
material organico particulado).

AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion fue financiada por el proyecto
“Apoyo Beca de Doctorado 2002-2004” otorgado
por el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y
Tecnoldogico CONICYT-FONDECYT-Chile. Fi-
nanciamiento adicional fue otorgado por proyectos
FONDECYT N° 5960002-1996, 1000419-2000,
150100007-2002, asi como también a FONDAP-
COPAS-UdeC (FONDECYT-CONICYT). Final-
mente, se agradece el financiamiento otorgado por
el Instituto de Investigacion Oceanica y Desarrollo
(KORDI-Corea) a través de los programas Antartico
N° PP02102 y PP02104 y el apoyo de la Direccion
de Investigacion y Desarrollo de la Universidad
Austral de Chile.

Nutrientes Disueltos

um

200

20
Incorpo

Nutrientes
Inorganicos
N, P

Material Particulado

Anillo Microbiano

Microzooplancton

Biomasa
pico-nano

Nutrientes
Organicos

Tamafio corporal

)

Sintesis
enzima

Figura 7. Representacion esquematica de una trama trofica del sistema marino, adicionando procesos de incor-
poracion de nutrientes inorganicos disueltos y transformacion a materia organica particulada (MOP) via reac-
ciones metabélicas enzimaticas (RE) de los productores primarios. Esta conversién a materia organica gatilla el
funcionamiento y la estructuracion de la trama tréfica, desde los componentes del anillo microbiano a los grupos

consumidores del mesozooplancton.

Figure 7. Conceptual model showing a marine food web, including processes such as uptake of dissolved inorga-
nic nutrients and transformation to particulate organic matter (POM) via enzymatic reactions (ER) of primary
producers. The transformation to organic matter triggered the functioning and structure of the trophic web from
microbial food web components to larger mesozooplankton consumer groups.
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