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Resumen:

El cambio global es un proceso complejo asociado con el incremento en la emisién de gases
atmosféricos (principalmente CO,) desde la Revolucion Industrial. En los ecosistemas acuaticos,
estos cambios han desencadenado variaciones en el pH, incremento en los niveles de radiacién
ultravioleta B (RUV-B) debido no solo a eventos de disminucidn de ozono estratosférico sino
también como consecuencia de un aumento de la temperatura ocednica promedio global, lo que
da lugar a una mayor estratificacion en la columna de agua. El cambio global ha influenciado los
patrones de vientos y lluvias, y en consecuencia ha afectado la densidad del agua y la profundidad
de la capa superficial de mezcla (CSM) de los ecosistemas acudticos. Las zonas costeras, ademas de
sufrir cambios en los patrones climaticos, estan expuestas a cambios en el uso del suelo, aumento
de actividades tales como los de la agricultura, ganaderia e industria y el crecimiento urbano,
resultando en una mayor descarga de compuestos orgdnicos e inorgdnicos a los rios que luego
llegan a las costas. El objetivo general de esta Tesis fue estudiar el efecto combinado de la
radiacién solar, tanto PAR (visible) como RUV, y la concentracion de nutrientes, en distintas
condiciones de mezcla vertical sobre la fotosintesis / productividad primaria y composicién /
estructura de comunidades naturales del fitoplancton de la regién Patagdnica. Para lograr este
objetivo, se realizaron experimentos de corto y mediano / largo plazo bajo radiacién solar con
comunidades naturales de los regimenes interno y externo del estuario del rio Chubut a lo largo
del afio, variando las concentraciones de nutrientes y las condiciones de mezcla (profundidad e
irradiancias fluctuantes).

Ademas, se realizd un seguimiento de las variables climatolégicas, fisicas, quimicas y biolégicas del
estuario, para determinar patrones temporales y la variabilidad de estos factores bidticos y
abidticos y su incidencia sobre el fitoplancton en distintas épocas del afio, comparando estos
resultados con datos histéricos, para poder determinar si existieron cambios significativos en las
variables y sus posibles causas. Los resultados obtenidos mostraron que durante el afio de
muestreo (2015) se produjo un retraso en la floracién anual de fitoplancton, asi como una
reduccion en su intensidad, destacando claramente la influencia del viento como agente
perturbador que puede alterar el equilibrio y la dindmica del fitoplancton (Capitulo 2).

En los experimentos realizados con comunidades naturales a lo largo del afo, donde se evalué la
disminucion de la profundidad de la CSM junto con un aumento de nutrientes (Capitulo 3), se
observaron respuestas diferenciales para ambos extremos del estuario, y para los distintos
periodos de la sucesién anual del fitoplancton. A corto plazo, las comunidades del bloom (invierno)
del régimen externo generalmente presentaron mayor fotoinhibicion que las comunidades del
pre- y post-bloom al ser expuestas a una CSM mas somera, y el agregado de nutrientes
generalmente no tuvo efecto sobre las tasas de inhibicién y recuperacién del fotosistema Il (FSII).
Las comunidades del régimen interno, por su parte, mostraron tasas de inhibicién y recuperacién
similares al inicio y al final de los experimentos, y a lo largo del afio. Asimismo, luego de 5 dias de
experimentacion se observaron cambios en la composicion de las comunidades de ambos
regimenes del estuario. En los experimentos realizados con comunidades marinas, generalmente,
las células nanoplancténicas fueron las dominantes, pero se observé un aumento en la proporcion
de células mds grandes (i.e., microplancton), principalmente en aquellos tratamientos que
recibieron nutrientes adicionales y fueron expuestos a una CSM somera. Por su parte, en
experimentos realizados con comunidades de rio se observé siempre dominancia de células
nanoplanctdnicas.
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Los experimentos realizados con comunidades del post-bloom del régimen externo e interno del
estuario, donde se evalué el efecto de un escenario futuro (disminucion del pH y aumento de
nutrientes) junto con la mezcla vertical (irradiancias fluctuantes) (Capitulo 4), evidenciaron que las
muestras de ambos regimenes (independientemente del tratamiento) generalmente sufrieron
mayor inhibicion crénica en el FSIl con el transcurso de los dias, haciéndose mas evidente a
medida que progresaba el experimento, principalmente en la condicién futura. Ademas se observé
gue este escenario de cambio global, cambia la composicidon de la comunidad de fitoplancton
hacia una dominada por diatomeas o criptofitas con altas tasas de crecimiento, para los regimenes
externo e interno, respectivamente.

La variabilidad en las respuestas a lo largo del afio y en los distintos extremos del estuario
observadas en los Capitulos 3 y 4 puede explicarse por las diferencias en la composicidon
taxondmica de las comunidades, y por su distinta historia luminica. En base a esta diversidad de
respuestas, se espera que en un escenario futuro de cambio global, las comunidades de
fitoplancton de ambos extremos del estuario se vean afectadas de manera diferencial a lo largo
del afio. Por otra parte, los efectos de las variables sobre el fitoplancton variardn segun la escala
de tiempo considerada. Los resultados obtenidos resaltan la importancia de evaluar el efecto
conjunto de variables asociadas al cambio global, y de considerar sus repercusiones en niveles
troficos superiores, teniendo en cuenta que las areas costeras de la Patagonia (especialmente
durante el periodo de floracidn) se caracterizan por una alta productividad que sostiene una
importante actividad pesquera.
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Summary:

Global change is a complex process related to the increasing emissions of atmospheric gases
(mainly CO,) since the Industrial Revolution. In the aquatic ecosystems, these changes have
triggered variations in pH, enhancements in ultraviolet radiation B (UVR-B) levels not only due to
stratospheric ozone depletion events but also as a consequence of an increase in global average
ocean temperature, which results in greater stratification of the water column. Global change has
influenced also wind and precipitation patterns, and consequently it has affected the water
density and the depth of the upper mixed layer (UML) of aquatic ecosystems. Coastal areas, in
addition to the undergoing changes in weather patterns, are also exposed to changes in the land
use, increased activities such as those in agriculture, livestock and industry and urban growth,
resulting in a greater discharge of organic and inorganic compounds into the rivers that then reach
the coasts. The main objective of this Thesis was to study the combined effect of solar radiation,
both PAR (visible) and UVR, and the concentration of nutrients, under different vertical mixing
conditions on photosynthesis / primary productivity and composition / structure of natural
phytoplankton communities of the Patagonian region. To achieve this goal, short and mid / long
term experiments were carried out with natural communities from the inner and the outer
regimes of the Chubut River estuary, under solar radiation throughout the year, varying nutrient
concentrations and mixing conditions (depth and fluctuating radiation).

In addition, climatic, physical, chemical and biological variables of the estuary were monitored to
determine temporal patterns and the variability of these biotic and abiotic factors and their
incidence on phytoplankton communities at different times of the year, comparing these results
with historical data, to determine if there were significant changes in these variables and their
possible causes. The results obtained showed that during the year of sampling (2015) there was a
delay in the annual phytoplankton bloom, as well as a reduction in its intensity, highlighting for the
influence of wind as a disturbing agent that can alter the balance and dynamics of phytoplankton
(Chapter 2).

In the experiments carried out with natural communities throughout the year, where the decrease
in the depth of the UML and an increase of nutrients were evaluated (Chapter 3), differential
responses were observed for both ends of the estuary, as well as for the different stages of the
annual phytoplankton succession. On short-term basis, bloom communities (winter) from the
outer regime generally had greater photoinhibition than the pre- and post-bloom communities
when exposed to a shallower UML, and the addition of nutrients generally had no effect on
inhibition and recovery rates of photosystem Il (PSIl). Communities from the inner regime, on the
other hand, showed similar inhibition and recovery rates at the beginning and at the end of the
experiments, and throughout the year. Moreover, after 5 days of experimentation, changes in the
communities’” composition were observed for both regimes of the estuary. In the experiments
carried out with marine communities, in general, nanoplanktonic cells dominated, but an increase
in the proportion of larger cells (i.e., microplankton) was also observed, mainly in those
treatments that received additional nutrients and that were exposed to a shallow UML. On the
other hand, in experiments carried out with river communities, nanoplanktonic cells always
dominated.

The experiments carried out with post-bloom communities of the outer and inner regime of the
estuary, where the effect of a future scenario was evaluated (decrease in pH and increase of
nutrients) together with vertical mixing (fluctuating irradiances) (Chapter 4), evidenced that the
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samples from both regimes (independently of the treatment), generally suffered chronic inhibition
of the PSII throughout the days, becoming more evident as the experiment progressed, mainly in
the future condition. Also, it was observed that this scenario of global change, modifies the
phytoplankton community composition towards one dominated by diatoms or cryptophytes with
high growth rates, for the outer and inner regimes, respectively.

The variability in the responses throughout the year and in both ends of the estuary, such as those
observed in Chapters 3 and 4, could be explained by the differences in the taxonomic composition
of the communities, and by their different light history. Based on this diversity of responses, it is
expected that in a future scenario of global change, phytoplankton communities from both ends of
the estuary will be affected differentially throughout the year. Also, the effects of global change
variables on phytoplankton will vary according to the time scale considered. The results obtained
highlight for the importance of evaluating the combined effect of global change variables, and of
considering their repercussions at higher trophic levels, taking into account that the coastal areas
of Patagonia (especially during the bloom period) are characterized by high productivity that
sustains an important fishing activity.
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Capitulo 1:

Introduccion General
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1.1 Cambio global:

El cambio global se define como un cambio estadisticamente significativo en la distribucion de las
condiciones climaticas a lo largo del tiempo (IPCC, 2013). En el pasado, se consideraba que los
principales factores del cambio global eran la variacion solar, el movimiento de las placas
tectdnicas y las erupciones volcanicas (Alverson y Bradley, 2003); sin embargo, actualmente existe
evidencia de que estos cambios estan asociados a la demanda creciente de energia, alimentos,
bienes, servicios e informacién, y a la eliminacion de sus productos de desecho por parte de la
poblacion humana (IPCC, 2013). Dentro de estos ultimos, el didxido de carbono (CO;) es el
principal producto y su aumento, en los ultimos afos, proviene principalmente de la quema de
combustibles fdsiles. Seguin informes de la National Oceanic Atmospheric Administration (NOAA,
2017; www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/) la tasa de crecimiento promedio de CO, en los
ultimos 20 afos fue de aproximadamente 2 ppm por afio, con una concentracién atmosférica de
407 ppm en 2017, lo que implicé un crecimiento del 45% desde el comienzo de la Revoluciéon

Industrial (alrededor de 280 ppm en 1750) (Fig. 1.1).

T T T T T T

400 |- Scripps Institution of Oceanography N ]
E NOAA Earth System Research Laboratory )
S
Q
~, 380 §
o]
&)
5 360 -
o
£
5
8 3401 1
[ =
o
&)

320, A 4

1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Fig. 1.1 Concentracion atmosférica de CO, (en ppm) registrada en Mauna Loa, Hawai (curva roja) a lo largo del tiempo

(1955-2018). La curva negra representa los datos corregidos estacionalmente. Fuente: https://scripps.ucsd.edu

Junto con el incremento del CO,, se registr6 también un aumento importante en las
concentraciones de otros gases tales como el metano (CH,;), 6xido nitroso (N,O) y gases
clorofluorocarbonados (CFCs). Estos gases, junto con el vapor de agua y el ozono (O3), reciben el

nombre de “gases de efecto invernadero” y son los responsables de retener parte de la radiacion
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qgue se refleja desde la Tierra hacia el espacio. Si bien el efecto invernadero es un fendmeno
natural, el aumento en las concentraciones normales de estos gases altera el balance de energia
del sistema climatico, generando un aumento de la temperatura atmosférica, causando un
calentamiento a nivel global. De hecho el afio 2017, fue el 412 afio consecutivo (desde 1977) con
temperaturas globales terrestres y ocednicas superiores al promedio del siglo XX, estando la
temperatura promedio en todo el mundo 0.84°C por encima del promedio del siglo pasado (NOAA,
2017; www.ncdc.noaa.gov) (Fig. 1.2). Mas aun, un informe publicado por el Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC, 2014) indica que hacia el afio
2100 se espera que la temperatura media haya aumentado entre 1.5-5°C, dependiendo del
escenario que se considere (Fig. 1.3). Se entiende por “escenarios de cambio climatico” a las
descripciones de las posibles condiciones futuras que sirven para planificar, analizar y tomar
decisiones sobre cuestiones relacionadas a aspectos socio-econdmicos, climaticos, de impactos o

de emisiones de gases (Parson et al., 2007).

Percentil de Temperatura de la Tierra y del Océano

Centros Nacionales de Informacién Ambiental pertenecientes al NOAA
Fuente de datos GHCN-M versién 3.3.0 y ERSST version 4.0.0

Mucho mas Mas frio Cercano Mas calvido Mucho mas Record
frio que el que el al promedio que el calido que el mas calido
promedio promedio promedio promedio

Fig. 1.2 Variaciones de temperatura para el afio 2017 respecto al promedio de los ultimos 138 afios.

Fuente: http://www.noaa.gov
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Cambio de temperatura media global (°C)
relativa al periodo 1986-2005
de los niveles preindustriales

Cambio de temperatura media global (°C)
relativa a 1850-1900 como una aproximacion
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Fig. 1.3 Cambio en la temperatura global promedio (linea negra) desde 1900 a la actualidad, y en la temperatura media
global esperada para un escenario futuro de alta (linea roja) o baja emision (linea azul) de gases de efecto invernadero.

Fuente: IPCC (2014)

Si bien al cambio global se lo asocia inmediatamente con un aumento en la concentracién de CO,
o de la temperatura, este término engloba un proceso mucho mds complejo que abarca cambios a
escala planetaria en la tierra, el océano y en la atmdsfera, y que también incluye cambios que
afectan a la sociedad. Por ejemplo, la emisidn antrépica de gases CFCs ha deteriorado
parcialmente la capa Os estratosférica (Molina y Rowland, 1974) resultando en alteraciones en la
temperatura troposférica y superficial, asi como también en la circulacién oceanica, en la
cobertura de nubes y precipitaciones (Solomon, 1999; Previdi y Polvani, 2014), ademas de un
aumento de la radiacién UV-B (RUV-B) en la superficie de la Tierra, principalmente en regiones
polares y latitudes medias (Lubin y Jensen, 1995; McKenzie et al., 2011), entre otros efectos. A su
vez, el aumento de la temperatura provoca el derretimiento de la capa de nieve, los glaciares y el
hielo en las regiones polares, causando cambios en la distribucion de plantas y animales, asi como
también en las comunidades de algas y peces y, por consiguiente, en las redes tréficas (IPCC,
2013). Todos estos cambios son diferentes para las distintas latitudes y asi, los modelos climaticos
pronostican temperaturas de aire mas calidas y precipitaciones reducidas en algunas regiones,
mientras que en otras se espera lo contrario (IPCC, 2013). Particularmente, el cambio global

afectara en forma variable los distintos sistemas acuaticos, tal como se describe a continuacion.
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1.2 Cambio global en los ecosistemas acudticos:

1.2.1 Impacto en los océanos:

Los océanos son los responsables de producir aproximadamente la mitad del oxigeno que se utiliza
para respirar; ademds de albergar una gran diversidad de organismos y de proporcionar alimento
para millones de personas, tienen un inmenso valor social y econdmico y juegan un rol crucial
como reguladores del clima (Sen Gupta y McNeil, 2012). El océano actia como un importante
amortiguador, ya que el 30% del CO, de origen antrdpico (Canadell et al., 2007) y del 80% del calor
extra que ingresa a la superficie terrestre debido al efecto invernadero (Levitus et al., 2012) son
secuestrados y almacenados en él. El exceso de CO, reacciona con el agua para formar acido
carbonico, reduciendo el pH del agua y la saturacion de aragonita (Gattuso y Hansson, 2011) con
un efecto importante sobre los organismos, especialmente en los calcificadores marinos (Doney et
al., 2009). Debido al exceso de CO,, el pH promedio del agua superficial del océano ha disminuido
en aproximadamente 0.1 unidades desde la época pre-industrial, desde 8.21 a 8.10
aproximadamente (Raven et al.,, 2005), y se espera que continlde disminuyendo en 0.3-0.4
unidades de pH hacia finales del siglo (Orr et al., 2005). Aunque es evidente la importancia de
estudiar el efecto de la acidificacion en los océanos, la inclusidon de este tema como agenda fue
solo reciente. De hecho, no se menciona la acidificacién como un potencial problema en los tres
primeros informes del IPCC publicados en 1990, 1995 y 2001, y sélo se hizo una breve mencién en
el informe de 2007; recién se discutio extensamente en la ultima edicién publicada en 2014 (IPCC,
2014).

Otro de los efectos del cambio global esta asociado a la absorcidn de calor por parte del océano la
cual ha causado su expansion térmica, contribuyendo al aumento global del nivel del mar
(Mikolajewicz et al., 1990; Domingues et al., 2008). Ademas, el aumento en la temperatura del
agua ha generado una mayor estratificacion de la columna de agua, lo que causa una disminucién
en la profundidad de la capa superficial de mezcla (CSM) y una picnoclina mas fuerte (i.e., mayor
gradiente) lo cual puede afectar de manera directa o indirecta a los organismos que viven en ella
(Doney, 2006; Hallegraeff, 2010). En estas condiciones, los organismos estaran expuestos a
mayores niveles de radiacidn solar y a una menor disponibilidad de nutrientes provenientes de

aguas profundas ya que éstos no podran atravesar la picnoclina (Hader et al., 2011).

19



1.2.2 Impacto en los ecosistemas costeros:

Si bien los ecosistemas costeros representan solo una pequefia fraccién (~ 5%) de la superficie
total del océano, se encuentran entre los mas productivos de la Tierra (Uitz et al., 2010; Rousseaux
y Gregg, 2014). Incluyen las aguas costeras, pelagicas, estuarinas, y aquellas cercanas a las orillas
de los grandes lagos y mares interiores, asi como una porcién de tierra cercana a la costa, donde
las actividades humanas y procesos naturales afectan y se ven afectados por lo que ocurre en las
aguas. Por lo tanto el cambio global constituye solo una de las muchas presiones que estos
ecosistemas enfrentan (Halpern et al.,, 2008). El cambio en el uso del suelo, el aumento de
actividades tales como la agricultura, ganaderia e industria, el crecimiento urbano en dreas
cercanas a la costa, junto con los cambios en los patrones climaticos, resultan en una mayor
descarga de compuestos organicos e inorganicos a los rios que luego llegan a las costas (Foley et
al., 2005) que se espera que se intensifique durante las proximas décadas (Cloern et al., 2016). Las
areas costeras, ademds, presentan condiciones ambientales muy variables, tales como de luz,
temperatura, salinidad, entre otras, lo que las convierte en sistemas modelo particularmente
interesantes para evaluar las respuestas de los organismos en un escenario de cambio global.
Teniendo en cuenta lo descripto anteriormente, y dada la cantidad de variables que se veran
modificadas y/o influenciadas en un escenario de cambio global, esta Tesis, en particular, se
enfocara en los efectos de algunas de ellas: la radiacidn solar (calidad y cantidad, i.e., esta ultima al
variar la CSM), los nutrientes y la mezcla vertical (i.e., fluctuacién de la radiacion); ademas en un
estudio puntual, se incluird también el pH. Las variables analizadas en este trabajo se describen a

continuacion.

1.3 Variables asociadas al cambio global:

1.3.1 Radiacion solar:

La principal fuente de energia en la Tierra es aquella proveniente del Sol. La radiacién solar es
utilizada por los organismos autodtrofos para realizar fotosintesis; sin embargo, sélo una parte es
aprovechable para este proceso, la radiacién visible o fotosintéticamente activa (PAR,
Photosynthetic Active Radiation) que comprende las longitudes de onda del espectro
electromagnético en el rango 400-700 nm (Fig. 1.4). El rango de longitudes de onda comprendido
entre 100-400 nm constituye la radiacion ultravioleta (RUV). Dentro de este rango, se encuentra la

radiacion ultravioleta C (RUV-C) que posee mayor energia y por lo tanto comprende las longitudes
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de onda mas cortas (100-280 nm) pero no alcanza la superficie de la Tierra ya que es absorbida por
completo por el O, y el O; estratosféricos. Las longitudes de onda en el rango de 280-315 nm
comprenden la radiacion ultravioleta B (RUV-B) que son filtradas de manera eficiente pero no
completamente por el Os; finalmente, aquellas entre 315-400 nm corresponden a la radiacion
ultravioleta A (RUV-A), las cuales son mayormente transmitidas a la superficie terrestre. Por

ultimo, la regién comprendida entre los 700-2100 nm se denomina radiacion infrarroja (IR) (Fig.

1.4).
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Fig. 1.4 Espectro de radiacion solar.

Fuente: https://sites.google.com/site/amparotecnologiatics

Los niveles de radiacién (en todas sus longitudes de onda) que alcanzan la superficie terrestre son
muy variables dependiendo de la latitud y altitud, la época del afo, la presencia de nubes,
aerosoles y la concentracién de Os (Madronich, 1993). La capa de O3 se ha visto reducida por un
aumento en las concentraciones atmosféricas de gases CFCs de origen antrdpico (Cicerone et al.,
1974), lo que ha causado un incremento en los niveles de RUV-B que llegan a la superficie
terrestre (Crutzen, 1992; Previdi y Polvani, 2014). Esta disminucidn en las concentraciones de Os;
estratosférico i.e., “agujero de ozono”, que fue descubierta en 1985 (Farman et al., 1985) afecta
las zonas polares (principalmente Antartida) y las latitudes medias (Atkinson et al., 1989; McKenzie
et al., 2011). De hecho, la zona Patagdnica recibe niveles de RUV relativamente mayores durante
la primavera austral (Orce y Helbling, 1997; Helbling et al., 2005) dada su proximidad al “agujero

de ozono” (Fig. 1.5).
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Fig. 1.5 Datos satelitales de la concentracién total de ozono. El color azul indica la zona afectada por el “agujero de

ozono” el 16 de septiembre del 2017. Fuente: https://www.nasa.gov

1.3.2 Capa superficial de mezcla:.

La radiacidn solar dentro de la columna de agua disminuye exponencialmente con la profundidad.
La atenuacidn de la radiacién solar ocurre en forma diferencial para las distintas bandas del
espectro electromagnético: La radiacién PAR penetra mas profundamente que la RUV y delimita la
profundidad de la columna de agua donde la produccién a través de la fotosintesis supera la
respiracion, la cual se denomina “zona eufética” (Z.,), y su limite inferior se define como la
profundidad en la cual se registra el 1% de la radiacion PAR que hay en superficie (Marra et al.,
2014). La atenuacidn de la RUV depende de las propiedades intrinsecas del cuerpo de agua, del
material disuelto y particulado, y de la concentracién de fitoplancton (Kirk, 2003; Boss et al.,
2007), atenuandose la RUV-B mas rapidamente que la RUV-A (Fig. 1.6).

A diferencia de las aguas ocednicas, las costeras son mas turbias debido a las altas concentraciones
de material orgdnico e inorganico que entra al sistema principalmente por escorrentia terrestre
(Bauer et al.,, 2013). La cantidad de material organico e inorganico (tanto disuelto como
particulado) esta fuertemente influenciado por las actividades antrépicas, y sus incrementos se
deben principalmente a la urbanizacién y al uso de la tierra (Palleiro et al., 2013; Cloern et al.,
2016). Por su parte, la materia organica disuelta coloreada, que se genera a través de la
degradacion microbiana de macroalgas y plancton, reduce la exposicion de los organismos a la

RUV (Arrigo y Brown, 1996; Hudson et al., 2007).
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Fig. 1.6 Principales factores que afectan la cantidad y calidad de la RUV recibida por organismos acuaticos.

Fuente: Hader et al. (2011).

La parte de la columna de agua donde la temperatura y la salinidad, y por consiguiente la
densidad, permanecen homogéneas se denomina capa superficial de mezcla (CSM). La
profundidad de la CSM varia de un cuerpo de agua a otro dependiendo de la temperatura, la
salinidad, la época del afo, las condiciones meteoroldgicas y la latitud (Neale et al.,, 2003).
Asimismo, el viento es uno de los factores mas importantes que afecta la CSM, ya que la mezcla
que produce condiciona su profundidad (Pollard et al., 1972), y modula la irradiancia media que
reciben los organismos que viven en ella (Helbling et al., 1994). Ademas, la mezcla vertical provoca
qgue los organismos se muevan dentro de la CSM, exponiéndolos asi a regimenes luminicos
fluctuantes. El viento ademdas puede resuspender el material particulado, aumentando asi la
atenuacion de la radiacién solar en la columna de agua. Las regiones cercanas a los trépicos tienen
en general CSMs mds calidas y mas someras que las de zonas templadas o cercanas a los polos, ya
gue estas Ultimas poseen menores temperaturas y fuertes vientos que favorecen la formacion de
CSMs mas profundas (Sverdrup et al., 1942; Neale et al., 2003). En particular, la zona Patagonica
estd caracterizada por presentar grandes variaciones en la velocidad del viento y en la
temperatura a lo largo del afo (Villafafie et al., 2004), modulando asi la profundidad y las

caracteristicas de la CSM. Asimismo, en zonas costeras y estuarinas, las caracteristicas dpticas de
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la columna de agua se ven influenciadas por la descarga de los rios, lo que induce cambios en la

atenuacidn de la radiacion con la profundidad.

1.3.3 Aporte de nutrientes:

El crecimiento urbano en areas cercanas a la costa, sumado al incremento de las actividades
agricolas e industriales, ejerce una presion importante sobre el estado ecolégico de las aguas
estuarinas y costeras (Conley et al., 2009). El aumento excesivo de nutrientes ha sido identificado
como la principal causa de la degradacion de la calidad del agua de los ecosistemas costeros
(Nixon, 1995, Diaz y Rosenberg, 2008) y se espera que se intensifique en las préoximas décadas
(Cloern et al., 2016). Este aporte excesivo de nutrientes de origen antrépico (N y P principalmente)
puede causar eutrofizacién, el cual es un fendmeno global que se define como un aumento en la
tasa de produccién primaria y en la acumulacién de materia organica (Nixon, 1995), y que
generalmente produce cambios negativos en la calidad y quimica del agua y de los sedimentos, asi
como también en la trama tréfica (Rabalais et al., 2009). Esto, junto a modificaciones hidrolégicas,
incluida la construccidn de diques aguas arriba, y la extraccidon de agua superficial y subterranea
para el uso agricola y/o urbano, altera los caudales y las trayectorias del agua, las tasas de
sedimentacion y las propiedades dpticas de los cuerpos de agua, afectando en forma negativa su
calidad (Bricker et al., 1999). Todos estos cambios, sumados a factores climaticos tales como el
calentamiento global, tormentas mds extremas, inundaciones y sequias interactian fuertemente,
afectando la descarga de nutrientes con efectos sobre la productividad primaria y la composicién
de comunidades de los ecosistemas estuarinos y costeros (Jeppesen et al., 2010; Paerl et al.,

2014).

1.3.4 Acidificacion:

Si bien la absorcion de CO, por parte del océano ayuda a moderar el cambio climatico, la quimica
asociada i.e., la hidrdlisis del CO, en el agua de mar, aumenta la concentracién de iones hidrégeno
y carbonato, y por lo tanto disminuye el pH del agua y aumenta el nivel de saturacion de
carbonato de calcio. Si estas tendencias de aumento de CO, contintdan, las estructuras externas de
carbonato de calcio de organismos marinos tales como los corales y algunas especies de
fitoplancton se veran afectadas (Orr et al., 2005).

El estudio de la acidificaciéon en los ecosistemas acuaticos tomd relevancia sdlo muy

recientemente (Riebesell y Gattuso, 2014) y se han observado resultados contrastantes, ya que
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por ejemplo, la acidificacion del océano puede dificultar el crecimiento y la fotosintesis de muchos
organismos fotosintéticos (Wu et al., 2008), sin embargo en otros casos no se han encontrado
efectos negativos (Riebesell y Tortell, 2011). Ademas, se ha visto que los diferentes grupos de
fitoplancton muestran respuestas distintas frente a la acidificacion (Beardall et al., 2014; Hader y
Gao, 2015), y se supone que los factores multiples de estrés, tales como por ejemplo la RUV vy la
temperatura, modulan sus efectos, aunque todavia hay muy poca informaciéon al respecto

(Riebesell y Gattuso, 2014).

1.4 Los organismos acudticos frente al cambio global:

Es evidente que el cambio global afectard las propiedades fisicas y quimicas tanto de los
ecosistemas terrestres como de los acuaticos (Ballaré et al., 2011; Hader et al., 2011). Algunos de
los efectos observados como consecuencia del cambio global incluyen la extincién de especies
(Thomas et al., 2004), cambios en la fenologia y fisiologia de animales y plantas, en la distribucién
de especies tanto altitudinal como latitudinalmente, asi como también en la estructura de las
comunidades (Walther, 2010). En los ecosistemas acuaticos, se ha visto que las variables asociadas
al cambio global afectaran tanto su funcionamiento como directamente a los organismos. Por
ejemplo, el aumento de la temperatura y la acidificacién pueden producir la decoloracién de los
corales y detener el crecimiento de los mismos (Anthony et al., 2008), y la exposicién a la RUV
solar puede reducir la productividad primaria, afectar la reproduccién y el desarrollo y aumentar
las tasas de mutaciones en fitoplancton, macroalgas, huevos y larvas de peces y en otros animales
acuaticos (Hader et al., 2007). Como se menciond anteriormente, en esta Tesis se enfocard en
principalmente en los efectos de la RUV, la profundidad de la CSM / mezcla vertical y los
nutrientes en un escenario de cambio global sobre el fitoplancton, el cual constituye la base de la

cadena trofica de los ecosistemas acuaticos.

1.4.1 Fitoplancton:

El plancton comprende aquellos organismos que se desplazan pasivamente en los ecosistemas
acudticos, y si bien puede cambiar su profundidad a través de la natacién activa o cambios en la
flotabilidad, sus movimientos dependen mayormente de las corrientes (Hays et al., 2005). El
fitoplancton comprende un grupo de organismos fotosintéticos microscépicos, que se encuentra
en la base de la trama trdéfica de los ecosistemas acuaticos, y si bien representa sélo el 1% de la

biomasa fotosintética del planeta, es responsable del 45% de la produccién primaria anual global
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(Field et al., 1998). Los ecosistemas marinos constituyen un gran sumidero de carbono y
secuestran la misma cantidad de CO, que los ecosistemas terrestres (Falkowski, 2012),
absorbiendo alrededor de 26 millones de toneladas de CO, antrépico por dia (Zepp et al., 2007),
por lo tanto, juegan un papel clave en la regulacion de la concentracidon atmosférica de CO, y en el
ciclo de carbono del planeta. Parte del exceso de CO, debido a las actividades antrdpicas se
elimina de la atmésfera mediante la llamada bomba bioldgica (Volk y Hoffert, 1985; Passow vy
Carlson, 2012). El CO,; es capturado por el fitoplancton de la capa superior de los océanos a través
del proceso de fotosintesis, y cuando estos organismos mueren o son consumidos por
consumidores primarios o secundarios, este material se hunde lentamente el mar (Falkowski,

2012) (Fig. 1.7).

Bomba Biclégica

Dioxido de Carbono Atmésfera Diodxido de Carbono

Fig. 1.7 Esquema de la bomba bioldgica. Fuente: Falkowski, (2012).

Aunque es evidente la importancia ecoldgica y los beneficios asociados a la presencia de estos
organismos, también pueden ser responsables de fenédmenos tales como los blooms o floraciones
de algas nocivas que, en ambientes marinos, involucran especies de dinoflagelados del género
Alexandrium y Gymnodinium, entre otros (Anderson, 1997; Smayda, 1997a). Se denomina

floracién o bloom de fitoplancton al incremento rapido o acumulacién de, generalmente, una o un
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numero limitado de especies (Smayda, 1997b). Este fendmeno ocurre bajo condiciones
particulares de radiacion, nutrientes (requisitos esenciales para la fotosintesis; Platt y
Sathyendranath, 1988) y temperatura, entre otros (Paerl, 1988; Toseland et al., 2013). Cuando
estos organismos agotan los nutrientes y comienzan a morir, su descomposicién puede llevar al
agotamiento del oxigeno en el agua (hipoxia / anoxia) y, como consecuencia, a la muerte masiva
de peces y otros organismos (Paerl y Huisman, 2008).

Existen evidencias de que el plancton es un indicador mas sensible del cambio global que las
variables ambientales involucradas (radiacién, temperatura, etc.) debido a que las respuestas no
lineales de las comunidades pueden amplificar las alteraciones del ambiente (Taylor et al., 2002).
Ademas, la mayor parte del flujo de materia orgdnica hacia niveles troficos superiores depende de
estos organismos, por lo cual, todo cambio potencial en su estado fisioldgico y ecoldgico
provocado por el cambio global, tendrd un impacto directo o indirecto sobre el resto de la trama
trofica (Hader et al., 2015). Sin embargo, la respuesta del fitoplancton a la combinacién de dos o
mas variables ambientales (como por ejemplo aquellas de cambio global) es especie-especifica y
ademas varia desde interacciones antagonicas, sinérgicas, ausencia de interaccidon o aditivas
(Thompson, 1999; Crain et al., 2008; Carvalho et al., 2009) por lo cual no se pueden realizar
generalizaciones a partir de estudios realizados con otros organismos o ecosistemas; ademas, las
variables de cambio global afectan de manera diferencial a los distintos blancos celulares y
procesos. Por lo tanto en esta Tesis se decidié centrar los estudios, principalmente, en el efecto
interactivo de variables asociadas al cambio global sobre la fotosintesis y crecimiento, y cambios

en la estructura de tamafios y composicion de las comunidades.

1.4.2 Fotosintesis — Conceptos generales:

La fotosintesis es el proceso que realizan los organismos autétrofos (entre ellos el fitoplancton)
por el cual la materia inorganica se transforma en materia organica gracias a la energia que aporta
la radiacidn solar. Los cloroplastos son los encargados de capturar la energia proveniente del Sol a
través de la clorofila u otros pigmentos accesorios. Este proceso consta de dos fases: a) La fase
luminica o fotoquimica, que se produce en los tilacoides, en la cual la energia luminica es
transformada en energia quimica, y ésta es almacenada en forma de NADPH y ATP. El agua cede
los primeros electrones de la reaccién, liberando oxigeno como producto de la misma. b) La fase
enzimatica u oscura (ya que no requiere la presencia de luz) que se produce en el estroma, en la

cual el poder reductor del NADPH vy el potencial energético del grupo fosfato del ATP se utilizan
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para la sintesis de hidratos de carbono a partir de la reduccién del CO,. El estroma (fase acuosa
encerrada por la membrana interna) contiene la mayoria de las enzimas requeridas para las

reacciones de fijacién de carbono de la fase oscura (Fig. 1.8).

Tilacoide
Grana (conjunto de tilacoides)

Cloroplasto

Luz
{ eN ‘ (’ ) 4 L \\
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3 o NADP* 1+ H* \
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Fig. 1.8 Cloroplasto tipico de los organismos fotosintéticos. Se diferencian las dos fases del proceso de fotosintesis:
(a) La fase fotoquimica en la membrana tilacoidal y (b) La fase enzimatica en el estroma.

Fuente: http://www.virtual.unal.edu.co

El proceso de fotosintesis se resume en la siguiente ecuacién:

nCO; + nH,0 (en presencia de luz) => (CH,0),+ n0O, (Ecuacion 1.1)

Los fotosistemas son complejos proteicos situados en las membranas tilacoidales de los
organismos autotrofos donde se agrupan los pigmentos fotosintéticos, como la clorofila, entre
otros, y son los responsables de captar la energia del sol y transformarla en energia util. Los
fotosistemas poseen dos componentes: 1) Un complejo antena, compuesto por gran cantidad de
pigmentos, principalmente clorofila, responsable de captar la energia luminosa y transformarla en
energia quimica que luego se transfiere y circula hacia el centro de reaccién y, 2) Un centro de
reaccion, formado por moléculas de proteinas que rodean a la clorofila a y b, y por un aceptor

primario de electrones (Fig. 1.9).
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Fig. 1.9 Esquema del Fotosistema Il.

Fuente: http://www.virtual.unal.edu.co

Existen dos fotosistemas: a) El fotosistema | (FS 1), también llamado P700 vy, b) El fotosistema Il (FS
I1) o P680. La absorcion de un fotén por cualquiera de las clorofilas antena genera la excitacion del
centro de reaccidn por transferencia de excitones. Si bien todas las moléculas de pigmento de un
fotosistema pueden absorber fotones, sélo unas pocas de clorofila asociadas al centro de reaccion
participan en la transferencia de la energia luminica a energia quimica. Los fotones captados por
los fotosistemas producen el transporte de electrones a través de una cadena rédox, que van
desde el FS Il hacia el FS I, siendo el ultimo transportador de esta cadena, una enzima (NADP
reductasa) que transforma NADP* en NADPH. Esta ruta para el movimiento de los electrones entre
ambos fotosistemas se denomina esquema Z (Fig. 1.10) y se repite miles de veces dentro de una
membrana tilacoidal.

La energia liberada por el flujo de electrones se utiliza de manera indirecta para impulsar la
sintesis de ATP por parte de la ATP sintetasa (Fig. 1.11). Estas moléculas sintetizadas durante la
fase luminica se utilizaran luego en la fase oscura para reducir el CO, a un azucar, a partir del cual
se sintetizardn luego otras moléculas organicas. Las reacciones de fijacién de carbono se realizan

en el estroma de la célula por medio del Ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB).
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Fig. 1.11 Esquema resumen de la fase luminosa de la fotosintesis.

Fuente: http://www.biologia.edu.ar
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1.4.3 Fotosintesis en el fitoplancton — Interaccion con variables ambientales:

El crecimiento y desarrollo de los organismos fitoplanctonicos (y de todos los organismos
autétrofos en general) dependen basicamente de la incorporacion de carbono como resultado
final de la fotosintesis. En estos organismos, las variaciones en las condiciones de radiacion y de
nutrientes pueden afectar significativamente el proceso fotosintético en escalas temporales
cortas, y a mas largo plazo, puede ademas producir alteraciones en la estructura y composicién de
las comunidades. Las condiciones de radiacion y nutrientes a su vez, estdn fuertemente
influenciadas por la mezcla vertical, por lo cual resulta obvia la necesidad de estudiar los efectos
de estas tres variables (radiacidon, mezcla vertical y nutrientes) sobre el fitoplancton. Ademas,
todas estas variables estan de alguna forma influenciadas por actividades humanas, por lo que los
organismos fitoplancténicos también estan afectados por el cambio global (Behrenfeld et al.,
2006; Hader y Gao, 2015) (Fig. 1.12). Por ejemplo, Laufkoetter et al. (2013) demuestran que la
productividad del fitoplancton ha disminuido en algunas regiones en un 8.5% entre 1960-2006
debido a una mayor estratificaciéon, o a un aumento en la mezcla vertical asociada a mayores
intensidades de viento. Por su lado, Falkowski y Oliver (2007) predicen una disminucién de la
productividad primaria en los océanos de alrededor del 50% durante el presente siglo debido al

cambio global.

Temperatura

N J
4,
\\“ CSM
1

Fitoplancton

Nutrientes > Co;

Fig. 1.12 Interacciones entre factores externos que afectan

la productividad del fitoplancton. Fuente: Hader y Gao (2015).

1.4.4 Efectos de la RUV y otras variables asociadas al cambio global en el fitoplancton:

Una de las variables asociadas al cambio global que mayor impacto tiene sobre el fitoplancton es
la RUV. En particular la RUV-B, que representa sélo una pequefia fraccion de la radiacion solar
total, puede ser extremadamente perjudicial dafiando biomoléculas y estructuras celulares,

impidiendo que se desarrollen reacciones enzimaticas, ademas de producir cambios en las
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respuestas fisioldgicas de los organismos (Richa et al., 2014; Hader et al., 2015) (Fig. 1.13). El dafo
puede ser causado por impactos directos sobre las estructuras celulares o por la formacién de

especies reactivas de oxigeno (oxigeno singlete, '0,) (Zhang et al., 2013).

Sol Radiacion Solar

Disminucién de la capa de Ozono
o Efectos de la RUV
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Fig. 1.13 Efectos de RUV en biomoléculas, componentes celulares y fisiologia del fitoplancton.

Fuente: Modificada de Hader (2015).

Algunos de los efectos de la RUV sobre el aparato fotosintético incluyen dafios en la estructura de
los tilacoides y pérdida de pigmentos fotosintéticos (Gupta et al., 2008; Hader et al., 2015).
Ademas, la RUV puede descomponer la proteina D1 de la cadena de transporte electrénico del FS
Il (Hader et al., 2011) y dafiar sus mecanismos de reparacion (Wu et al., 2012). También, puede
afectar negativamente a las reacciones enzimaticas, como la absorcién de CO, y la produccidn del
0,, e interferir con el metabolismo del N, (Srivastava et al., 2014), ademds de daiar el ADN vy la
magquinaria genética de las células (Cadet et al., 2014). La RUV también puede causar efectos
positivos, ya que el fitoplancton es capaz de utilizar la RUV-A para reparar el dafio en el ADN
(Buma et al., 2003) o puede ser utilizada como fuente de energia para realizar fotosintesis cuando
la radiacion visible es limitante (Barbieri et al., 2002).

El fitoplancton ha desarrollado estrategias basicas para minimizar los efectos negativos de la RUV,
tales como la migracidn vertical que puede ser a través de movimientos impulsados por flagelos o
cambiando la flotabilidad mediante la producciéon de vacuolas de gas (Roy, 2000; Halac et al.,
2014), ademas de estrategias para sintetizar y/o bioacumular compuestos que absorben RUV (por
ejemplo, mycosporine-like amino acids, MAAs) evitando dafios en moléculas vitales (Favre-Bonvin
et al., 1987; Oren y Gunde-Cimerman, 2007), o para reparar el dafio producido en el ADN (Rastogi

et al., 2014) o en la proteina D1 involucrada en el transporte electréonico (Bouchard et al., 2006). El
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proceso de reparacion de la proteina D1 puede incrementarse debido al aumento de temperatura
(Li et al., 2012), mientras que la baja concentracion de nutrientes puede dificultarlo (Doyle et al.,
2005). Estas estrategias o mecanismos estaran también afectados en un escenario de cambio
global. Por ejemplo, y dado que el calentamiento global provoca una disminucidon de la
profundidad de la CSM, el fitoplancton estd expuesto a mayores niveles de radiacion, pero al
mismo tiempo, las mayores temperaturas favorecen la fotorreparacion del dano causado por la
RUV-B (Helbling et al., 2011). Estos procesos de reparacion pueden activarse cuando los
organismos son transportados hacia el limite inferior de la CSM, dependiendo de la profundidad y
de la velocidad de mezcla (Neale et al.,, 1998). Por otra parte, se ha observado que las
concentraciones limitantes de nutrientes pueden alterar las respuestas fisioldgicas y ecoldgicas del
fitoplancton a la exposicién elevada de PAR y RUV, al calentamiento, a la acidificacidn y a otros
factores de estrés de origen antrépico (Hader y Gao, 2018).

Por otro lado, se espera que los efectos de las variables asociadas al cambio global sean distintos
de acuerdo a la escala temporal considerada. Asi, los efectos de la RUV en forma individual o en
conjunto con otras variables, evaluados en lapsos de horas (corto plazo), son diferentes de
aquellos determinados después de varios dias (mediano/largo plazo) (Villafafie et al., 1995b;
Villafafie et al., 2014; Cabrerizo et al., 2017a). Esto se debe a que algunas especies poseen la
capacidad de aclimatarse a las nuevas condiciones ambientales, lo que resulta en cambios estables
a largo plazo que reflejan una mejor respuesta después de un lapso de exposiciéon prolongado
(Hlner et al., 1998). Estas respuestas varian segun las especies, por lo que la sensibilidad especie-
especifica modulara la respuesta a mediano/largo plazo (Sobrino y Neale, 2007; Wong et al., 2007;
Helbling et al., 2015b).

Debido a esta variedad de respuestas, y a la interaccidén entre las variables, es necesario realizar
estudios que permitan determinar los efectos de multiples factores de estrés, tanto a corto como
a largo plazo en las comunidades fitoplancténicas, para evaluar y potencialmente predecir los
efectos del cambio global en los ecosistemas acudticos. Existen relativamente pocos trabajos
relacionados con esta temadtica particular, y se tiene muy poco conocimiento del grado de
interaccidon entre cada una de estas variables sobre las comunidades autotréficas de zonas
costeras. Esto sorprende, ya que se sabe que estas variables, al menos individualmente, pueden
afectar significativamente no solo los procesos fisiolégicos (Hader y Gao, 2018), sino también

alterar la estructura de tamafios y composicion especifica de las comunidades fitoplanctdnicas
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(Harrison y Smith, 2009; Zhu et al., 2010), con consecuencias que pueden propagarse en los
niveles tréficos superiores de la trama alimentaria (Hessen et al., 1997; Calbet et al., 2014).

Por tal motivo, se planted este trabajo de Tesis, que tiene como Objetivo General estudiar el
efecto combinado de la radiacion solar, tanto PAR como RUV, y la concentracidn de nutrientes, en
distintas condiciones de mezcla vertical (profundidad e irradiancia fluctuante) sobre la fotosintesis
/ productividad primaria y composicion / estructura de comunidades naturales del fitoplancton de

la regidén Patagonica.

1.5 Fundamentacion y lineamientos de la Tesis:

1.5.1 Importancia del drea de estudio:

El drea de estudio seleccionada para esta Tesis se encuentra en la region Patagdnica, en la costa de
la provincia de Chubut. Las areas costeras del Mar Argentino, y en especial la costa Chubutense
son muy productivas (Fig. 1.14) y juegan un papel clave como areas de reproduccion y cria de
especies de interés ecolégico y econdmico. El fitoplancton de la costa Patagdnica representa el
sustento de peces (por ejemplo, merluza) e invertebrados de alto valor comercial (camarén,
langostino, entre otros) (Caille et al., 1997) que mantienen una pesqueria muy importante

(Skewgar et al., 2007).
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Fig. 1.14 Concentracion promedio de Clor-a en el océano durante el periodo de septiembre 1997 - agosto 2000.

Fuente: https://oceancolor.gsfc.nasa.gov

Sin embargo, esta area se encuentra poco estudiada en comparacidn con otras partes del océano

del mundo. Otra de las razones para la eleccidn del area de estudio se debe a su gran importancia
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desde un punto de vista fotobioldgico, ya que recibe normalmente altos niveles de RUV y se
encuentra periédicamente bajo la influencia de eventos de disminucion de ozono (Fig. 1.5)
(Helbling et al., 2005). Otra de las particularidades de la zona de estudio (y de la Patagonia en
general) es la presencia de fuertes vientos durante la mayor parte del afio (Villafafie et al., 2004)
gue condicionan la profundidad de la CSM. De hecho, la mezcla producida por el viento afecta las
irradiancias (intensidad y régimen fluctuante) a la que estaran expuestos los organismos
fitoplanctdnicos (Helbling et al., 2005). Estos fuertes vientos (preponderantemente del Oeste)
hacen que algunos fendmenos naturales que ocurren en otros sitios (por ejemplo erupciones
volcanicas en la cordillera) afecten las aguas costeras, tal como ocurrié con las cenizas del volcan
Puyehue que fueron transportadas edlicamente hacia la zona propuesta de estudio (Villafafie et
al., 2013), modificando significativamente las propiedades épticas del agua.

En particular, el area de estudio seleccionada para este trabajo de Tesis es el estuario del rio
Chubut (Fig. 1.15) que desemboca en las aguas costeras de Bahia Engafio (43°S 65°0) en el Océano

Atlantico Sur (OAS).

Latitud

Longitud

Fig. 1.15 Mapa del drea de estudio. Los circulos rojos representan los sitios de muestreo en el régimen interno y externo

del estuario del rio Chubut.
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Los estuarios son sitios de especial interés ecoldgico, ya que presentan condiciones Unicas en
cuanto a sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, debido a que comprenden la zona de
transicién entre el rio y el mar. Presentan tres secciones claramente distinguibles: el régimen
interno (agua de rio), central (mezcla de agua dulce y marina) y externo (marina) (Hansen y
Rattray, 1965). La combinacion de estas dos masas de agua (i.e., agua de rio y mar) crea un
sistema complejo y sus propiedades dependen de una amplia gama de factores que incluyen el
rango de mareas, la entrada de agua dulce, la geografia (profundidad y area del estuario), el clima
(especialmente precipitacién y viento) y el aporte de compuestos quimicos (nutrientes y
contaminantes) que ingresan desde la tierra (Simpson et al., 1990). Ademas, las caracteristicas
Opticas de la columna de agua son diferentes entre los regimenes externos e internos, ya que el
agua de rio presenta, en general, una mayor atenuacién de la radiacidén solar que el agua de mary
por lo tanto condiciona la capacidad de aclimatacién del fitoplancton en aguas mds turbias
(Helbling et al., 2013; Helbling et al., 2015a). En el estuario del rio Chubut, los coeficientes de
atenuacion para PAR (Kpar) varian entre 4-5 m* para el extremo interno y el rio tiene, en la zona de
estudio, una profundidad media de 1 m (Helbling et al., 2010, 2015a). La CSM comprende toda la
profundidad del rio debido a la turbulencia y a la topografia del fondo. Por otra parte, en el
régimen externo, los Kpag varian entre 1-2 m* (Helbling et al., 2010, 2015a), y la profundidad varia
entre 0.5 y 6 m para el sitio de muestreo del régimen externo, dependiendo de las mareas.
Ademas, en trabajos anteriores Helbling et al. (2010) determind que durante la bajante no habia
estratificacion para ninguna altura de la marea, mientras que en la creciente se observaba
estratificacidon en alturas de mareas entre 1.4-4 m. Dadas las caracteristicas particulares de estos
ecosistemas, en esta Tesis se trabajo con comunidades de fitoplancton recolectadas de los dos
sitios contrastantes del estuario del Rio Chubut i.e., con comunidades marinas recolectadas en el
régimen externo y de agua dulce recolectadas en el régimen interno (Fig. 1.15). Se eligi6 trabajar
con estas dos comunidades, ya que es claro que su composicién taxonémica sera muy distinta en
ambos extremos del estuario y por lo tanto, también lo seran sus respuestas frente a un escenario

de cambio global, tal como se simula en esta Tesis.

1.5.2 Relevancia del tema de estudio:
Como ya se menciond anteriormente, algunos de los efectos del cambio global en los ecosistemas
acudticos son el aumento de la temperatura, lo que genera una estratificacidn mas pronunciada y

una disminucién en la profundidad de la CSM, exponiendo a los organismos fitoplanctdnicos que
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viven en las capas superiores de la columna de agua, a una mayor radiacion PAR y RUV
(Behrenfeld et al., 2006; Gao et al., 2012). Ademas los cambios en la velocidad y direccién del
viento, como consecuencia del cambio global, también alteran la profundidad de la CSM en
muchos cuerpos de agua (Beardall y Raven, 2004; Hader et al.,, 2015). Estos cambios en los
patrones climaticos aumentan la cantidad de nutrientes de origen terrestre que llegan de forma
edlica o fluvial, y junto con el aumento de la descarga de contaminantes industriales vy
municipales, asi como el uso excesivo de fertilizantes en la agricultura, contribuyen a aumentar las
concentraciones de nutrientes que recibirdn los organismos fitoplancténicos de las aguas costeras,
produciendo potencialmente cambios en la formacidn, intensidad y momento de ocurrencia de los
blooms (Carstensen et al., 2007; 2015). Por lo tanto, el estuario del rio Chubut puede considerarse

un drea de estudio modelo para estudiar precisamente estos aspectos.

1.5.3 Hipotesis de trabajo:

Diversos estudios demostraron que la radiacién solar (en especial la RUV) puede inhibir la
fotosintesis del fitoplancton, y que la mezcla vertical, inducida por el viento, puede aumentar o
disminuir esta inhibicién, dependiendo de diversos factores, entre ellos la transparencia del
cuerpo de agua. Por otra parte, se ha demostrado que el agregado de nutrientes tiene un papel
clave en la fisiologia del fitoplancton, permitiendo a las especies una mejor aclimatacién para
contrarrestar los potenciales efectos negativos de la exposicion a la radiacidn solar. Es decir que
las condiciones atmosféricas (i.e., viento) condicionan la estructura de la columna de agua y por lo
tanto determinan la profundidad de la CSM vy la irradiancia que recibe el fitoplancton. Es por eso

que la primera hipétesis de la Tesis plantea:

H1: En condiciones de alta intensidad y duracion de viento, no se desarrolla el bloom invernal de

fitoplancton, caracteristico de la region Patagonica.

Por otra parte, el aumento en la cantidad de nutrientes que son volcados a cursos de aguas y
terminan en las zonas costeras, favorecen en distinto grado al fitoplancton, por lo cual se

desprende la segunda hipotesis:

H2) El aporte de nutrientes actua en forma antagodnica con la RUV y una CSM poco profunda,

contrarrestando los efectos negativos de los mismos sobre la eficiencia fotoquimica a corto plazo.
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La respuesta de los organismos a la radiacidon, mezcla vertical y aporte de nutrientes, puede variar
de acuerdo al lapso de tiempo considerado, debido a procesos de aclimatacién, por lo que se hace
necesario realizar estudios a largo plazo (dias). Dado que se esperan cambios en la composicidn
taxonémica y distribucion de tamafos en comunidades de fitoplancton, las especies que
presenten mecanismos de fotoproteccion se aclimataran a la radiacidén y serdn mas tolerantes a la
RUV. Los nutrientes, dentro de la columna de agua, dependen de la CSM vy, en general, son mejor
utilizados por células pequefias debido a su mayor relacién superficie/volumen, pero con un
agregado extra de nutrientes, las células mas grandes comenzarian a tomar ventaja de ellos. En

base a esto, se propone la tercera hipdtesis:

H3) El aporte de nutrientes, conjuntamente con una CSM poco profunda selecciona, a largo plazo,

células grandes (i.e., microplancton) aclimatadas a altas irradiancias.

Sin embargo, el impacto de los factores considerados variard a lo largo del afio, debido a las

condiciones meteoroldgicas y de radiacion solar, por eso se plantea la cuarta hipdtesis:

H4) El impacto conjunto de la radiacion solar, CSM poco profunda y aumento de nutrientes es:

H4a) mayor en invierno que en verano, y Hb) mayor en el rio que en el mar.

La utilizacién de nutrientes depende del tamafio celular, favoreciéndose las células pequefias
debido a su mayor relacidn superficie / volumen (Reynolds & Walsby 1975). Al ser estos nutrientes
incorporados a la célula, su concentracidn en la capa limite (i.e., en contacto con la superficie
alrededor de la célula) puede disminuir drasticamente. En condiciones donde los nutrientes son
aportados en forma continua, la mezcla vertical (i.e., irradiancias fluctuantes) favorecerd la
renovacion de los nutrientes en la capa limite de las células (i.e., alrededor de las células),
beneficiando a las mds grandes. En base a lo expresado anteriormente, se propone la quinta

hipotesis:

H5) Las condiciones futuras de cambio global de bajo pH, altos nutrientes y RUV, junto a la

fluctuacion de radiacion dentro de la CSM, cambia la composicion taxondmica y estructura de
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tamafnos de la comunidad fitoplanctdnica, beneficiando a células mds resistentes y de mayor

tamano, y con mayores tasas fotosintéticas.

1.5.4 Estructura de la Tesis:

El Capitulo 1 es una Introduccién general, donde se desarrollan conceptos bdsicos sobre el cambio
global en la atmdsfera y en los ecosistemas acuaticos, y provee un marco tedrico y antecedentes
sobre los efectos de algunas variables asociadas a este proceso en comunidades de fitoplancton,
enfocando especialmente en aquellas sobre las que se trabajé en esta Tesis (radiacién, mezcla
vertical y nutrientes).

Para lograr un entendimiento del funcionamiento de los ecosistemas, como asi también para
poder predecir las consecuencias de las diversas variables en el futuro, tal como podria ocurrir en
un escenario de cambio global, se hace necesario obtener una linea de base acerca de las
condiciones actuales bajo las cuales se encuentran los organismos. Por lo tanto, se realizé un
seguimiento de las variables climatoldgicas fisicas, quimicas y biolégicas del estuario, para
determinar patrones temporales y la variabilidad de estos factores bidticos y abidticos, y su
incidencia sobre el fitoplancton en distintas épocas del afio. Mas aun, resulta de especial interés
comparar patrones actuales con aquellos obtenidos en el pasado, para poder determinar si
existieron cambios significativos y sus posibles causas. Estos resultados se presentan en el Capitulo
2, para los dos extremos del estuario del rio Chubut, poniendo especial énfasis en cambios
histdricos en la sucesién anual del fitoplancton y la importancia del viento en condicionar el bloom
de invierno (H1).

El grupo de investigacion de la EFPU viene realizando estudios enfocados a analizar los efectos
interactivos de diversas variables asociadas al cambio global sobre distintos aspectos de la
ecologia y metabolismo del fitoplancton (Barbieri et al., 2002; Marcoval et al., 2008; Helbling et al.,
2015a; Villafafie et al., 2017), encontrando una gran variabilidad en las respuestas, no sélo debido
a la especie-especificidad de ellas, sino también a la presencia de distintos mecanismos de
aclimatacién. Estos resultados, si bien proporcionan una linea de base sumamente importante, no
permiten, a priori, realizar generalizaciones a distintas especies y/o comunidades. Por lo tanto, en
esta Tesis se explora por primera vez los efectos combinados de tres variables, i.e., radiacién solar,
nutrientes y profundidad de la CSM, en forma simultadnea, considerando asimismo efectos a corto

y a largo plazo en los dos extremos del estuario del rio Chubut a lo largo de la sucesion anual. En el
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Capitulo 3 se presentan estos resultados, respondiendo las hipdtesis H2, H3 y H4 planteadas en
esta Tesis.

En el Capitulo 4 se evaluan los efectos combinados de la radiacién solar, nutrientes y mezcla
vertical (comparando irradiancias fijas vs. fluctuantes) en las respuestas fotoquimicas a corto y
largo plazo, asi como los cambios en la composicion y estructura de comunidades fitoplanctdnicas
de verano para ambos extremos del estuario. Ademas en este capitulo se incluyd otra variable
asociada al cambio global como es el pH. En este capitulo, se responde la hipétesis H5.

En el Capitulo 5 se presentan las conclusiones generales, y se plantean nuevos interrogantes que

han surgido durante el desarrollo de esta Tesis.
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Capitulo 2s

Control abiotico de las floraciones
de fitoplancton en ecosistemas
marinos templados: Un caso de

estudio en el Océano Atlantico Sur
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Este capitulo es traduccién del trabajo de respaldo de esta Tesis que se encuentra publicado como:
Bermejo, P., E.W. Helbling, C. Durdn-Romero, M.J. Cabrerizo & V.E. Villafaiie. 2018. Abiotic control
of phytoplankton blooms in temperate coastal marine ecosystems: A study case in the South

Atlantic Ocean. Science of the Total Environment, 612: 894-902. Anexo 1.
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2.1 Introduccion:

Los ecosistemas costeros se caracterizan por su gran biodiversidad y por sus fuertes gradientes de
radiacidon solar, temperatura y nutrientes (entre otros), convirtiéndolos en sitios de especial
interés ecoldgico (Cloern et al., 2014). Las zonas costeras representan una pequefia fraccion del
area ocednica total (alrededor del 5%), sin embargo constituyen uno de los ecosistemas mas
productivos en la Tierra (Uitz et al., 2010; Rousseaux y Gregg, 2014), brindando también servicios
de gran valor (UNEP, 2006). Entre estos servicios, el alimento (como capturas pesqueras) es uno de
los mas importantes, alcanzando ~80 millones de ton afio™ en el mundo, con una gran proporcién
de capturas en areas templadas costeras (FAO, 2012). En particular, las aguas costeras del Océano
Atlantico Sur (OAS) se encuentran entre las mas productivas del mundo (Longhurst, 1998; Skewgar
et al.,, 2007). Son importantes para la cria y reclutamiento de diversas especies de interés
comercial (e.g., merluza, langostino y camardn; Boschi, 1997), y para la cria de varias especies
emblematicas (e.g., ballena franca austral, orca y pingliino de Magallanes; IWC, 2013).

La alta produccién, riqueza y biodiversidad de especies en el OAS se mantiene por densas
floraciones (o blooms) de fitoplancton que ocurren a lo largo de toda la plataforma continental
(Villafafie et al., 2004; Romero et al., 2006; Guinder et al., 2015) o en el talud (Saraceno et al.,
2005; Painter et al., 2010; Balch et al., 2014). Estas floraciones pueden verse afectadas directa o
indirectamente por diversos factores (e.g., la mezcla vertical, radiacién solar, temperatura y
nutrientes; Behrenfeld y Boss, 2014), incluyendo aquellos de origen antrépico. En particular, existe
una gran preocupacién acerca del impacto del aporte excesivo de nutrientes orgdnicos e
inorganicos a través de los rios (a su vez asociado a las actividades humanas; Cloern et al., 2014) o
en forma de polvo atmosférico (Jickells y Moore, 2015). Estas entradas de nutrientes pueden
producir un aumento en la biomasa y cambios en la estructura de las comunidades de fitoplancton
hacia taxa que pueden ser de baja calidad nutricional, no comestibles o incluso tdxicos para los
consumidores (Smith et al., 1999; Fauchot et al., 2005; Carstensen et al., 2007). Todas estas
variables pueden afectar en distinta medida la dinamica de los ecosistemas costeros, asi como el
funcionamiento de la sucesion anual de fitoplancton y, particularmente, el desarrollo y el
momento en que ocurren las floraciones. A partir de los primeros trabajos de Sverdrup (Sverdrup,
1953) sobre las potenciales causas que originan las floraciones, se han puesto grandes esfuerzos
para desarrollar una teoria general; sin embargo, aun hoy existen muchas incertidumbres con

respecto a: 1) los requerimientos especificos que desencadenan estos eventos de crecimiento

43



masivo, 2) cuando y cdmo se desencadenan vy, 3) qué factores (bidticos o abidticos) influyen en su
duracién e intensidad.

Se sabe que las floraciones usualmente responden a cambios en factores fisicos que se producen
en las zonas costeras (e.g., mareas), en la atmodsfera (viento), o en la superficie de la tierra
(precipitacion y escorrentia del rio) (Paerl et al., 1996; Carstensen et al., 2015). También se sabe
que algunos factores abidticos afectan directamente el inicio y el desarrollo de las floraciones de
fitoplancton, tales como la luz, nutrientes (requisitos esenciales para la fotosintesis) y temperatura
(catalizador de varias reacciones enzimaticas involucradas en las reacciones de captura de CO,)
(Toseland et al., 2013). El viento (velocidad y direccién) también puede influir en la magnitud y la
duracién de las floraciones de fitoplancton ya que condiciona la estratificacion y profundidad de la
capa superficial de mezcla (CSM) la cual, a su vez, controla la disponibilidad de luz para la
fotosintesis (Yin et al., 2004; Fitch y Moore, 2007). Para el caso particular de las zonas costeras del
OAS Villafafie et al. (2004) propusieron que las floraciones de fitoplancton se desencadenan bajo
las condiciones calmas de viento, caracteristicas del invierno. En cambio, los fuertes vientos
predominantes durante la primavera y el verano mantienen a las células circulando dentro de una
capa de mezcla relativamente profunda y con poca iluminacién vy, por lo tanto, el crecimiento de
fitoplancton es mas limitado en el pre- y post-bloom (Villafafie et al., 2004; Helbling et al., 2005).
Durante el afio 2015 se observd un cambio en el patréon de viento (en comparacidon con afios
anteriores) en el drea de Bahia Engafio (zona costera ubicada en la Provincia de Chubut, Patagonia,
Argentina). Esto dio la oportunidad de estudiar su influencia en el inicio y desarrollo de las
floraciones fitoplancténicas, utilizando a Bahia Engafio como un ecosistema modelo para el OAS
costero. Para lograr este objetivo se compararon los patrones de viento, asi como otras variables
abidticas (radiacidn solar, temperatura, nutrientes, etc.) del afio 2015 con un periodo de
referencia (2001-2014), para evaluar su impacto en la dinamica del fitoplancton. Este trabajo tiene
una importancia obvia, ya que al entender las relaciones entre los cambios en los factores
abidticos y la dindmica de las floraciones de fitoplancton, se podran predecir sus impactos futuros

en la produccién secundaria y, en Ultima instancia, en la economia regional.

2.2 Materiales y métodos:

2.2.1 Area de Estudio:

Bahia Engaino se encuentra ubicada en la desembocadura del Rio Chubut (Patagonia, Argentina)

(Fig. 2.1). El caudal del Rio Chubut esta regulado por el Dique Florentino Ameghino, ubicado 150
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km rio arriba de la desembocadura (Fig. 2.1). Las ciudades mas grandes de la zona (Trelew,
Rawson, Gaiman, Dolavon, ~150,000 habitantes en total, www.indec.gov.ar) estan emplazadas
entre el dique y la desembocadura del rio, en una zona fértil lamada Valle Inferior del Rio Chubut.
En este valle el rio se divide en varios canales de riego que abastecen de agua a las chacras
destinadas a actividades agricolas y a cria de animales. Alrededor del 80% de la producciéon
horticola de la Provincia de Chubut se encuentra a lo largo del margen del Rio Chubut, en los
ultimos 100 km antes de llegar al mar. En la ultima década, el uso de la tierra destinada a
actividades agricolas se duplicé y consecuentemente, el uso de agoquimicos (principalmente
compuestos organoclorados y organofosforados) sin un control adecuado se incrementé (Antolini,
2012; Kopprio et al., 2015). Las industrias pesqueras también vierten sus desechos cerca de la
desembocadura del rio alcanzando, en ultima instancia Bahia Engafio (Chiarandini Fiore et al.,
2013). Por lo tanto el area de estudio, en su totalidad, puede considerarse altamente impactada

por actividades de origen antrépico.
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Fig. 2.1 Mapa del drea de estudio en el cual se muestran los distintos sitios donde se obtuvieron los datos.

2.2.2 Datos:

Datos meteoroldgicos:

Los datos correspondientes al periodo de referencia (2001-2014) y al afio 2015 para las distintas
variables meteoroldgicas (Tabla 2.1) se adquirieron de la siguiente manera: La temperatura,

humedad, direccion y velocidad de viento se obtuvieron continuamente (un dato por minuto) con
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una estacion meteoroldgica (Tecmes, model TS, Argentina) instalada de forma permanente (desde
el afio 2001) en el techo de la Estacion de Fotobiologia Playa Unidn (EFPU; Fig. 2.1). Los datos de
precipitaciones se obtuvieron de la base de datos SIPAS (Sistema de Informacién Patagonia Sur,
sipas.inta.gob.ar) perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Trelew;

~15 km rio arriba del puente de Rawson, Fig. 2.1).

Frecuencia datos /

o . Fuentes
n° observaciones

Variable / Periodo

Radiacion solar (2001-2015) Cada minuto Base de datos EFPU (efpu.org.ar)

Temperatura atmosférica (2001- Cada minuto Base de datos EFPU (efpu.org.ar)

2015)

Direccién / velocidad del viento Cada minuto Base de datos EFPU (efpu.org.ar)

(2001-2015)

Precipitaciones (2001-2015) Mensual Base de datos SIPAS (sipas.inta.gob.ar)

Caudal del rio (2001-2015) Diario Base de datos BDHI
(bdhi.hidricosargentina.gov.ar)

Temperatura del agua (mar / rio) Mar: n=162 Helbling (1989); Villafafie et al., (2004); Helbling

(1986-2015) Rio: n=105 et al., (2005; 2010); Spinelli et al., (2016);
Cabrerizo et al., (2017b); EFPU no publicados.

Nutrientes (mar / rio) (1986-2015)  Mar: n=94 Helbling (1989; 2005); EFPU no publicados

Rio: n=76

Clor-a (1986-2015) n=194 Helbling (1989); Barbieri et al., (2002); Helbling
et al., (2005; 2010); Villafarie et al., (2004;
2008); Spinelli et al., (2016); Cabrerizo et al.,
(2017b); EFPU no publicados.

Composicion / abundancia de n=90 Sastre et al., (1994); Villafafie et al., (2004;

fitoplancton / biomasa de C

2008); Spinelli et al., (2016); EFPU no
publicados.

Tabla 2.1 Fuentes de datos utilizados en este estudio para el periodo de referencia (2001-2014) y para el afio 2015,
que incluyen dosis de radiacion solar (PAR, RUV-A y RUV-B), temperatura (aire, agua de mary rio), viento (velocidad y

direccion), precipitaciones, caudal del rio, nutrientes, Clor-a y abundancia y composicion de fitoplancton.

La radiacién solar incidente se registra continuamente (desde 1999) utilizando un radidmetro de
filtro de banda ancha perteneciente a la Red Europea de Dosimetros (ELDONET, Real Time
Computers, Alemania) que mide radiacidn fotosintéticamente activa (PAR, 400-700 nm), radiacién
ultravioleta A (RUV-A, 315-400 nm) y radiacidn ultravioleta B (RUV-B, 280-315 nm) cada segundo,

promediando y almacenando los datos cada minuto. El instrumento estd ubicado de forma
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permanente en el techo de la EFPU y se calibra rutinariamente (una vez al afio) usando un
procedimiento de calibracién solar (Ruggaber et al., 1994; Bjérn y Murphy, 1985). En este trabajo
s6lo se utilizaron datos correspondientes al periodo de referencia (2001 - 2014) y al afio 2015.

Los valores diarios del indice de aerosoles promediados por area (IA) para el area de Bahia Engafio
se obtuvieron de la base de datos de National Aeronautics and Space Administration (NASA)
(Acker y Leptoukh, 2007). Los datos se obtuvieron por el Total Ozone Mapping Spectrometer -
Earth Probe (TOMS - EP; 2001-2004) con una resolucidn de cuadricula global de 1 x 1.25 grados, y
por el Instrumento de Monitoreo del Ozono (OMI; 2005-2015) con una resolucion de cuadricula
global de 1 x 1 grados. Sélo se consideraron los valores positivos del IA, dado que representan los

aerosoles absorbentes (i.e., polvo atmosférico).

Datos hidroldgicos y quimica del agua:

Los datos del caudal del Rio Chubut, tanto para el ailo 2015 como para el periodo de referencia, se
obtuvieron de la Estacion Gaiman (ubicada 40 km rio arriba del puente de Rawson, Fig. 2.1)
perteneciente a la Base de Datos Hidroldgica Integrada (bdhi.hidricosargentina.gov.ar) de la
Secretaria de Recursos Hidricos (Argentina). Los datos fisicos (i.e., temperatura del agua) y
guimicos (i.e., nutrientes) correspondientes al periodo de referencia, se obtuvieron de distintas
fuentes ya publicadas, y no publicadas de nuestro grupo de investigacién (Tabla 2.1). Durante el
afio 2015, se recolectaron muestras de agua superficial (~0.5 m de profundidad) cada 10-15 dias
en dos sitios: 1) En el régimen externo (Bahia Engafio, en la desembocadura del Rio Chubut y
durante marea alta, con salinidad > 31), y 2) En el régimen interno del estuario (Puente de
Rawson, con salinidad < 1; Fig. 2.1) para determinar las caracteristicas fisicas (temperatura y
conductividad) y quimicas (nutrientes) de ambos cuerpos de agua. La temperatura y la
conductividad se midieron in situ utilizando una sonda multi-paramétrica (Yellow Spring
Instruments, modelo XLM 600, USA). Las muestras para la caracterizacion quimica de
macronutrientes (NO3™ + NO;, PO,*> y Si032") se llevaron inmediatamente a la EFPU (ubicada a 10
min de ambos sitios de muestreo), y se las colocaron en botellas de 100 ml de polietileno de alta
densidad y se las congelé a -20°C hasta su posterior andlisis. Las muestras se analizaron usando las

técnicas espectrofotométricas descriptas por Strickland y Parsons (1972).
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Datos de fitoplancton:

Debido a la escasez de datos bioldgicos en el area, utilizamos un periodo de referencia extendido
(desde 1986 hasta 2014), incluyendo todos los datos disponibles de concentracion de Clorofila-a
(Clor-a), composicién taxondémica y abundancia de células de fitoplancton. Estos datos se
obtuvieron de diferentes fuentes publicadas, asi como de fuentes no publicadas de nuestro grupo
de investigacién (Tabla 2.1). Durante 2015, la concentracion de Clor-a, los datos taxonémicos y de
abundancia de fitoplancton se obtuvieron de la siguiente manera: Se recolectaron muestras de
agua superficial (triplicados) en los sitios antes mencionados (régimen interno y externo del
estuario) utilizando un recipiente lavado previamente con HCI 1 N; las muestras se pre-filtraron
con una malla de 200 um para eliminar el zooplancton de mayor tamafio y se colocaron en
bidones de policarbonato de 5 | (previamente lavados con HCl 1N) para su posterior analisis. Para
determinar la concentracién de Clor-a, se filtraron alicuotas de 100-250 ml con filtros Munktell
GF/F (25 mm de didmetro) y los filtros se colocaron en tubos de centrifuga de 15 ml. A
continuacién se agregaron 5 ml de metanol absoluto a cada tubo (Holm-Hansen y Riemann, 1978)
y los mismos se pusieron en un sonicador durante 20 min a 20 °C, completando la extraccién luego
de 40 min mas en la oscuridad. Al finalizar el periodo de extraccion, las muestras se centrifugaron
a 2000 rpm durante 20 min y se escaned el sobrenadante (250 a 750 nm) utilizando un
espectrofotometro (Hewlett Packard modelo HP 8453E, USA). La concentracién de Clor-a se
calculé usando la ecuacién de Porra (2002).

Las muestras para la identificacién y recuento de fitoplancton se colocaron en botellas de vidrio
color caramelo de 250 ml y se fijaron con formaldehido al 20% (concentracion final 0.4 % en la
muestra) o en solucidn &cida de Lugol (1% vol vol™) en caso de tratarse de muestras de mar o rio,
respectivamente. Al momento del analisis, se dejaron sedimentar sub-muestras de 10 - 25 ml
durante 24 hs en cdmaras Utermohl y, en el caso de las muestras marinas, se agregd una gota de
Rosa de Bengala para poder distinguir mejor el material orgdnico de los detritos. Las especies se
contaron e identificaron utilizando un microscopio invertido (Leica, modelo DM IL, Alemania)
siguiendo la técnica descripta en Villafaiie y Reid (1995). Las especies contadas e identificadas se
clasificaron seguin su tamafo, en micro (>20 um) y nanoplancton (2-20 pum). Los biovolimenes de
las células de fitoplancton se calcularon de acuerdo a Hillebrand et al. (1999), luego fueron
convertidos en contenido de carbono (i.e., biomasa) usando las ecuaciones de Strathmann (1967),
considerando la abundancia de células en las muestras. Villafafie et al. (1993) observaron una

buena correlacién entre el C organico particulado, obtenidos a partir de biovolumenes, con datos
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obtenidos utilizando un analizador de CHN (POC, particulate organic carbon). Sin embargo, en
distintas situaciones hay que considerar que el contenido de C de una célula puede variar
dependiendo de la relacidén radiaciéon: nutrientes, y que el aporte del C del fitoplancton al POC
puede variar temporal y espacialmente (Villafane et al., 1993). El porcentaje de microplancton se
obtuvo como el nimero de células de microplancton relativo al total de células (x 100), o por la
biomasa (como carbono) en la fraccién microplancténica en comparacion con la biomasa total. Los
resultados obtenidos con ambos métodos de calculo fueron similares, por lo que se decidio

trabajar con los datos basados en los recuentos celulares.

2.2.3 Tratamiento de los datos:

Los datos bioldgicos (i.e., Clor-a, biomasa como carbono, abundancia de células y porcentaje de
microplancton y diatomeas) se presentan como diagramas de caja, por lo tanto, se muestran las
medianas, el primer y tercer cuartil, junto con el 1.5 del rango intercuartilico (RIC) y los valores
atipicos. Asimismo, se calcularon los valores medios mensuales y las desviaciones estandar (DE)
para la temperatura atmosférica, del agua de rio y mar, para el caudal del rio, precipitaciones e IA,
tanto para el periodo de referencia como para el afio 2015. Con los datos de viento se calculd la
media de dias por afo (i.e., frecuencia) que tuvieron la misma velocidad maxima de viento (con un
intervalo de 1 km h™) durante el periodo de floracién (invierno), tanto para el periodo de
referencia como para el afio 2015.

La normalidad y la homocedasticidad de los datos se comprobaron usando los test de Shapiro-
Wilks y Barlett, respectivamente (Zar, 1999). Como los datos no siguieron una distribucién normal,
las diferencias estadisticas entre los datos correspondientes al aflo 2015 y el periodo de referencia

se establecieron utilizando la prueba U no paramétrica de Mann-Whitney.

2.3 Resultados y Discusion:

Una de las caracteristicas mas importantes del OAS es que estd expuesto a vientos intensos casi
todo el afio (Gaiero et al., 2003; Gass6 y Stein, 2007) y, por lo tanto, la parte superior de la
columna de agua en la zona de la plataforma continental estd en general bien mezclada y presenta
una CSM profunda (Neale et al., 2003). Sin embargo, existe una heterogeneidad temporal en los
patrones de viento, siendo éstos mas fuertes durante la primavera y el verano, y menos intensos y
con menor variabilidad durante el invierno (Villafafie et al., 2004; Helbling et al., 2005). Para

calcular el nimero de dias por afio (frecuencia) con una cierta velocidad del viento, se utilizaron
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los datos de viento correspondientes al periodo de referencia, y se observd, durante el invierno,
una clara curva bimodal (Fig. 2.2a). El primer pico de la curva muestra dias calmos, con velocidades
maximas bajas de viento (< 15 km h™) durante el invierno y con una direccién predominante del
oeste (Fig. 2.2a, c); durante este periodo hubo mas de 11 dias con una velocidad maxima de
aproximadamente 10 km h™. El segundo pico de la curva corresponde a altas velocidades de viento
(mas de 5 dias con velocidades maximas de viento de aproximadamente 40-45 km h™) en su
mayoria durante la primavera y el verano, coincidiendo con lo determinado previamente por
Villafarie et al. (2004) y Helbling et al. (2005). Durante el afio 2015, sin embargo, se observd una
curva unimodal (Fig. 2.2b) que presentd hasta 10 dias de vientos fuertes con velocidades de
aproximadamente 30-35 km h™. Por lo tanto, los dias calmos caracteristicos del invierno del
periodo de referencia (Fig. 2.2a) desaparecieron por completo y, en cambio, durante el invierno de
2015 la velocidad maxima del viento siempre fue > 15 km h™ y con una direccién predominante del
norte (Fig. 2.2d).

El viento es un factor esencial que controla la dindmica del fitoplancton, como se determiné en los
primeros trabajos de Sverdrup (1953) y en otros estudios que proponen que los vientos fuertes
podrian retrasar el inicio de las floraciones, mientras que las condiciones mas calmas podrian
promover su formacién (Arrigo et al., 1998, Collins et al., 2009, Ferreira et al., 2015). Algunos
trabajos previos (Fitch y Moore, 2007) indican que la biomasa de fitoplancton y las floraciones en
el Océano Austral alcanzan su punto maximo a bajas velocidades del viento (< 18 km h™') mientras
gue por encima de este umbral se impide su inicio (Weise et al., 2002). Por lo tanto, los cambios
observados en el patrén de viento durante el 2015 (Fig. 2.2) proporcionaron una oportunidad
Unica para analizar el impacto que podria tener en la floracién de fitoplancton de invierno en el
area de estudio.

La concentracion de Clor-a (Fig. 2.3a), la biomasa del fitoplancton (Fig. 2.3b) y la abundancia de
células (Fig. 2.3c) muestran un patrén claro, con la floracién de fitoplancton en el invierno para el
periodo de referencia alcanzando su pico maximo en el mes de junio, y con los periodos de pre-vy
post-bloom durante el otofio y primavera-verano, respectivamente. La mediana de Clor-g,
biomasa del fitoplancton y abundancia de células durante el pico de floracién fueron de ca. 30 ug
Clor-a I'!, ~450 pg C I y 3 x 10° cél ml?, respectivamente, aunque previamente se reportaron
valores > 100 g Clor-a Iy > 5 x 10% cél ml™ en dos afios particulares (2000-2001, Helbling et al.,
2005). Fuera del periodo de floracion de invierno, la concentracion de Clor-a, biomasa vy

abundancia de fitoplancton permanecieron relativamente bajas, con valores < 10 pg de Clor-a |17,
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<50 pg C Iy 2 x 10% cél ml™ (Fig. 2.3a-c) aunque algunos meses tuvieron valores ligeramente mas

altos (principios de la primavera).
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Fig. 2.2 Velocidad y direccidon del viento para el periodo de referencia (2001-2014) y para el afio 2015. (a, b) Frecuencia
media (ndmero de dias) de la velocidad maxima del viento (km h™*) para verano, otofio, invierno y primavera. (c, d)
Frecuencia media (nimero de dias) para cada direccion del viento durante el invierno de los periodos de referencia y

2015, respectivamente.

Estos patrones en la abundancia de fitoplancton estuvieron a su vez asociados a la estructura de
tamanfo celular, con células microplancténicas (> 20 um) dominando la floracién de invierno
durante el periodo de referencia (Fig. 2.3d), siendo la diatomea Odontella aurita la especie
dominante (> 80%, Fig. 2.3e). La dominancia de diatomeas microplancténicas registrada durante la
floraciéon de invierno es consistente con otros estudios (Marafion et al., 2012; Harding et al., 2015)
gue muestran una mayor proporcién de diatomeas en comunidades con alta disponibilidad de
recursos y biomasa de fitoplancton. Ademas, el hecho de que estas floraciones en el OAS estén
casi completamente dominadas por diatomeas grandes (Odontella aurita) concuerda con la idea
de que las aguas estuarinas-costeras actuan como “fabricas” productoras de diatomeas que
proporcionan gran cantidad de alimento de alto valor nutricional para los consumidores y que
regulan el ciclo global de silice (Agusti et al., 2015). Sin embargo, durante los periodos de pre- y

post-bloom, las células nanoplanctdnicas (2-20 um, principalmente flagelados no identificados)
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fueron las mas abundantes (Fig. 2.3d). En un estudio llevado a cabo durante el verano de 2006 en
el area de estudio (Villafafie et al.,, 2008) se registrd, utilizando técnicas de HPLC, una gran
variedad de picoplancton (< 2 um), siendo las clorofitas y cianobacterias los grupos mas
representativos y mas abundantes, alcanzando mas del 30% de la biomasa total de fitoplancton;
por lo tanto, y aunque el picoplancton no se evalud en este estudio, podria ser numéricamente
significativo en el area cuando las diatomeas no dominan. Los dinoflagelados nunca contribuyeron
significativamente a la abundancia total (< 2%, con una concentracién maxima de ~60 cél ml™),
pero es importante mencionar que Alexandrium tamarense, que se encuentra principalmente en
muestras del post-bloom, es responsable de eventos de marea roja (Gayoso, 2001). La baja
contribucion de dinoflagelados en este estudio y también en un meta-analisis reciente (Carstensen
et al., 2015) se puede atribuir al hecho de que éstos son competidores pobres en comparacién con
las diatomeas de crecimiento rapido, tales como Odontella aurita. Ademas, en un trabajo previo
(Smayda y Reynolds, 2003) se reporté que los dinoflagelados no pueden competir con las
diatomeas debido a su baja capacidad de absorcidn de nutrientes y a sus bajas tasas de
crecimiento en condiciones en que los nutrientes no son limitantes, tal como es el caso de las
aguas costeras. También, en un estudio realizado en el Mar Baltico se propuso que los
dinoflagelados contribuyen de manera significativa a la comunidad solo cuando desarrollan
estrategias bidticas alternativas para obtener carbono y/o nutrientes distintas de la fotosintesis,
por ejemplo, mixotrofia o interferencia alelopatica (Spilling y Markager, 2008). En contraste con la
dinamica de fitoplancton descripta anteriormente, durante el afilo 2015 hubo dos cambios
significativos (respecto al periodo de referencia): el primero estuvo relacionado con los valores
significativamente mas bajos de Clor-a, biomasa y abundancia de células durante junio de 2015
comparado con la floracién de junio del periodo de referencia (Fig. 2.3a-c). Ademds, la floracion
del 2015 ocurrié mds tarde en el invierno (en el mes de agosto; Fig. 2.3a-c). El segundo cambio se
relacioné con la estructura de tamafios y la composicién de la comunidad fitoplanctdnica, donde
las células de microplancton y diatomeas contribuyeron por < 40% del total durante junio de 2015
comparadas con > 80% registrado durante el periodo de referencia (Fig. 2.3d, e). Ademas, la
floracién tardia observada durante agosto de 2015 (Fig. 2.3a-c) estuvo co-dominada por diatomeas
nanoplanctdnicas tales como especies de Thalassiosira (10-20 um de diametro) junto con O. aurita

(Fig. 2.3d, e).
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Fig. 2.3 Diagramas de cajas que muestran la mediana mensual, primer y tercer cuartil, junto con 1.5 del RIC y valores

atipicos, tanto para el periodo de referencia como para el afio 2015 para: (a) Concentracién de Clor-a (en ug Clor-a M,

(b) Biomasa de fitoplancton (en ug C I'); (c) Abundancia total de fitoplancton (x 10° cél mI™), (d) Porcentaje de

microplancton (> 20 um) y, (e) Porcentaje de contribucion de diatomeas. La X indica diferencias significativas entre el

periodo de referencia y el afio 2015.
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Para el area de estudio se propuso (Villafafie et al., 2004; Helbling et al., 2005) que la
estratificacién de la columna de agua, con una CSM somera durante el invierno, es el factor clave
para el desarrollo de las intensas floraciones de fitoplancton observadas durante el periodo de
referencia. ElI mecanismo que posibilité el crecimiento del fitoplancton fue tal que Ia
estratificaciéon resulté en una mayor disponibilidad de radiacién solar durante este periodo de
poca luz, permitiendo a las células aprovechar al maximo los nutrientes. En cambio, la intensa
mezcla vertical debida a los fuertes vientos, caracteristica de las latitudes medias del OAS, impidié
el desarrollo y/o el mantenimiento de la floracién durante el resto del afio (por ejemplo en
primavera y verano). Esto concuerda con un estudio recientemente realizado en 86 sitios
estuarino-costeros, que muestra que la ocurrencia de las floraciones no siguen un patrén de
respuesta a través de gradientes de temperatura, salinidad o concentracién de nutrientes; sino
que la direccion del viento y/o velocidad es la variable principal relacionada con su desarrollo y
momento de ocurrencia (Carstensen et al., 2015). Las diferencias en la estratificacion (debidas a
las distintas condiciones del viento) a lo largo de la sucesiéon anual durante el periodo de
referencia también se observan en la relacion C/Clor-g, la cual tuvo valores significativamente mas
altos durante la floracidn de junio (valor de 18), a pesar de la irradiancia relativamente baja
durante el invierno, en comparacion con el resto del afio (< 8). Estos valores, aunque mds bajos
qgue en otras partes del océano (i.e., 15-176; Sathyendranath et al., 2009) evidencian una mezcla
relativamente profunda durante la mayor parte del afio y la historia luminica de bajas irradiancias
de estas células. Sin embargo, en junio de 2015, la relacién C/Clor-a fue < 5, respaldando la idea de
gue los fuertes vientos del norte mezclaron la columna de agua, exponiendo asi al fitoplancton a
niveles de radiacion solar relativamente bajos. Durante agosto de 2015 (periodo de floracion) la
irradiancia fue mayor y, por lo tanto, la relacién C/Clor-a durante este mes también aumenté
(valor de ca. 15).

La dinamica del fitoplancton también depende de otras variables, tales como la radiacidn solar
incidente (Platt y Jassby, 1976; Mitchell et al., 1991; Cloern, 1996), temperatura (Sobrino y Neale,
2007; Yvon-Durocher et al., 2015) y nutrientes (Paerl, 2007; Lancelot y Muylaert, 2011). Por lo
tanto, se analizaron y compararon los patrones de estas variables durante 2015 y el periodo de
referencia para determinar si hubo cambios que también podrian explicar la ausencia de la
floracion durante junio de 2015. Las dosis medias diarias de PAR y RUV solar en superficie durante
2015 fueron comparables a las del periodo de referencia, a excepcién de unos pocos meses (de

junio a agosto) los cuales fueron ligera, pero significativamente inferiores en el 2015 (datos no

54



mostrados). Estas diferencias en las dosis de radiacion solar fueron tan pequefias que no
explicarian por si solas la ausencia de la floraciédn en Junio de 2015, pero si contribuyeron a la
menor irradiancia recibida por las células en la columna de agua. Sin embargo, algunos resultados
experimentales y de modelados previos indican que es necesaria una intensidad critica de luz para
desencadenar una floracién de fitoplancton (Siegel et al., 2002; Sommer y Lengfellner, 2008).

En la columna de agua, sin embargo, la radiacién solar se reduce alin mas por la presencia de
material organico disuelto y suspendido de origen edlico o que llega a través del rio, y se espera
qgue estas cantidades aumenten en el futuro debido al crecimiento de las ciudades y sus
actividades econdmicas asociadas (Rabalais et al., 2009; Cloern et al., 2016). En el drea de estudio,
los valores mensuales de precipitaciones (Fig. 2.4a) registrados durante el 2015 fueron, en general,
mas bajos que durante el periodo de referencia, y esto podria estar asociado con el evento de El
Nifo 2015 que causd, en la regidn Patagdnica, precipitaciones inferiores al promedio
(https:/www.ncdc.noaa.gov/sotc/global/201513). Este patron también se observo (Fig. 2.4a) en el
caudal del rio (con la excepcidn de abril y septiembre de 2015) que tuvo una media anual de 26.8
m’> s* (DE = 4.5) y 37.9 m®> s* (DE = 2.6) durante el afio 2015 y el periodo de referencia,
respectivamente. El caudal del rio esta controlado por el dique Florentino Ameghino y por esta
razon es que existe poca o ninguna correlacidon entre los promedios mensuales de éste y las
precipitaciones. Podria argumentarse que como el caudal del rio y las precipitaciones fueron mas
bajos en 2015 que en el periodo de referencia, se verterian menores cantidades de materia
organica disuelta y particulada a las areas costeras, contrarrestando de alguna manera los niveles
de radiacién solar mas bajos registrados durante el invierno del 2015. Sin embargo, si existié una
disminucion en la cantidad de materia transportada por el rio, no se reflejé en la relacién C/Clor-a
(como se menciond anteriormente) ya que durante junio de 2015 fue baja (< 5), evidenciando que
las células poseian una historia luminica previa con bajos niveles de radiacidn (i.e., estaban
aclimatadas a bajas irradiancias). La otra fuente de particulas (aerosoles edlicos: polvo y humo;
Acker y Leptoukh, 2007), estimada a través del promedio mensual del IA, varié entre 0.7 y 1.4
(Fig.2.4b) para el afio 2015 y el periodo de referencia; las Unicas excepciones fueron julio y
septiembre de 2015, cuando los valores del IA fueron significativamente mas altos que durante el
periodo de referencia. Sin embargo, un evento particular dio lugar a un valor maximo de ca. 10 en
el IA durante el periodo de referencia en junio de 2011, cuando el volcdn Puyehue entré en
erupcién en la cordillera de los Andes (~700 km al oeste de Bahia Engafio) pero las cenizas

alcanzaron rapidamente el drea de estudio, ya que los aerosoles en general (y el polvo patagdnico
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en particular) pueden viajar largas distancias a través de los continentes y mares, como en la
region del OAS (Johnson et al., 2011; Li et al., 2010). Este evento resultd en una reduccién de los
niveles de radiacién en el agua en el area de estudio; sin embargo, no afectd la fotosintesis y el

crecimiento durante el periodo de floracion (Villafafie et al., 2013).
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Fig. 2.4 (a) Precipitacién mensual (en mm, simbolos y DE) y caudal del rio (en m® s, dreas sombreadas) para los
periodos de referencia (verde) y 2015 (naranja); (b) IA para el periodo de referencia (cuadrados verdes) y el afio 2015
(circulos naranjas); el drea verde sombreada cubre los valores maximo y minimo para el periodo de referencia. La X

representa diferencias significativas entre el periodo de referenciay el afio 2015.

Los nutrientes también son esenciales para la fotosintesis y el crecimiento, y en el OAS costero
provienen principalmente de surgencias locales (Pisoni et al., 2014), aportes de los rios
(generalmente asociados a actividades antrdpicas como el uso agricola y de la tierra; Giraud et al.,
2008) y por deposicidn de polvo de origen edlico (Jickells y Moore, 2015; Song et al., 2016). Por lo
tanto, se puede argumentar que la reduccién en las precipitaciones y el caudal del rio durante el
2015 podrian haber disminuido la cantidad de nutrientes que alcanzan las areas costeras,
modificando potencialmente la dindmica de la floracion. Sin embargo, y aunque hubo diferencias

en las concentraciones de nutrientes entre el 2015 y el periodo de referencia (Fig. 2.5),
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probablemente no fueron los principales responsables de los cambios en la dindmica del

fitoplancton.
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Fig. 2.5 Diagramas de cajas que muestran la mediana mensual, primer y tercer cuartil, junto con 1,5 del RIC y valores
atipicos, tanto para el periodo de referencia como para el afio 2015 para: (a, b) Concentracion de silicato (en uM), en el
mar vy rio, respectivamente. (c, d) Concentracién de fosfato (en uM), en el mary el rio, respectivamente.

(e, f) Concentracidn de nitrito + nitrato (en uM), en el mar y el rio, respectivamente. La X representa diferencias

significativas entre el periodo de referencia y el aifio 2015.

Las concentraciones de silicato siempre fueron mas altas en el rio que en el mar (Fig. 2.5a, b) pero
se observaron valores elevados en el mar durante abril y septiembre de 2015, coincidiendo con los
dos picos del caudal del rio (Fig. 2.4a) durante ese afio. Este aumento en el silicato, sin embargo,
no se reflejé en la dominancia de las diatomeas o en la proporcién relativa de microplancton (Fig.
2.2d, e). Para el caso del nitrégeno y del fésforo, pese a su gran variabilidad a lo largo del afio (Fig.
2.5c-f), la mayor parte del tiempo se observaron patrones bastante similares durante el periodo de

referencia y el 2015 tanto en el rio como en el mar. Esto sugiere poco uso de los nutrientes dentro
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del estuario, y que la mayoria de ellos son transportados por el rio, alcanzando finalmente el
océano. Sin embargo, se determinaron valores significativamente mas altos en el 2015 (en
comparaciéon con el periodo de referencia) para el fosfato, tanto en el rio como en el mar (Fig.
2.5¢, d), y para el nitrito + nitrato en el régimen externo del estuario (Fig. 2.5e), con valores que en
ocasiones superaron el mdaximo registrado durante el periodo de referencia. Las altas
concentraciones de fosfato estan probablemente relacionadas con el uso intensivo de la tierra,
tales como las actividades agricolas y el uso excesivo de fertilizantes (Kopprio et al., 2015)
principalmente en forma de organofosforados (Antolini, 2012). Por otro lado, las altas
concentraciones de nitrogeno observadas en el régimen externo del estuario, que excedieron
ampliamente las registradas en el rio, podrian provenir de las fabricas procesadoras de pescado
(Arvanitoyannis y Kassaveti, 2008) situadas en la desembocadura del Rio Chubut (Chiarandini Fiore
et al., 2013). Se puede concluir entonces, que los nutrientes no fueron limitantes durante todo el
afio; mas aun, durante el 2015 sus concentraciones fueron en general mayores que durante el
periodo de referencia, por lo tanto, la ausencia de la floraciéon durante junio del 2015 no estuvo
directamente relacionada con la disponibilidad de nutrientes.

Finalmente, se evaluaron los patrones de temperatura superficial del agua durante el 2015 y el
periodo de referencia. En el régimen externo del estuario se determinaron temperaturas mas altas
durante el 2015 en comparacion con el periodo de referencia, principalmente en verano y otofio
(Fig. 2.6). El agua de mar fue mas cdlida durante agosto de 2015 que en el pasado (Fig. 2.6a) y ésto
coincidid temporalmente con los valores maximos de Clor-a y de abundancias de células
observados (Fig. 2.3b, c). Este pequefio, pero significativo aumento de la temperatura durante
agosto de 2015 podria explicar parcialmente los cambios en la estructura de tamafos del
fitoplancton hacia una mayor proporcién de especies pequefias de nanoplancton (Fig. 2.3d). Esto
concuerda con otros estudios (Winder y Hunter, 2008; Lewandowska y Sommer, 2010) que
establecieron que la temperatura tiene un papel clave al momento de determinar la estructura de
tamafios de la comunidad. En particular, otros estudios llevados a cabo en el OAS (al norte de
Bahia Engafio) reportaron cambios en la comunidad de fitoplancton hacia la dominancia de
pequefias diatomeas del género Cyclotella y Thalassiosira, y estas variaciones estuvieron asociadas
a los efectos combinados del aumento de la temperatura del agua y cambios en los patrones de

precipitacién (Guinder y Molinero, 2013).
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Fig. 2.6 Temperatura superficial mensual (° C) promedio (+ DE, lineas verticales) del agua de mar (a) y rio (b) durante el
periodo de referencia (cuadrados verdes) y el afio 2015 (circulos naranjas). Las areas sombreadas en verde cubren los
valores maximos y minimos para el periodo de referencia. La X representa diferencias significativas entre el periodo de

referencia y el afio 2015.

2.4 Conclusiones:

Las areas costeras del OAS merecen mucha atencidn debido a su alta productividad y a su papel
clave como areas de reproduccién y cria de especies de interés ecoldgico y econdmico. Este area
se encuentra poco estudiada en comparacién con otras partes del océano mundial, por lo que este
trabajo suma informacion relevante sobre cambios recientes en los patrones de viento y cémo
ellos afectan a la dinamica del fitoplancton en este sistema costero. El retraso en la floracién anual
de fitoplancton en Bahia Engano durante el afio 2015, asi como la reduccidn en su intensidad,
destacan claramente la importante influencia de mecanismos fisicos como agentes perturbadores
gue pueden alterar el equilibrio entre la division del fitoplancton y la herbivoria (Behrenfeld y
Boss, 2014). En el OAS costero, el viento proporciona por si mismo el mecanismo necesario para

desencadenar o retrasar las floraciones determinando indirectamente la disponibilidad de
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radiacion en la CSM. Estos cambios en el tiempo y en la intensidad de las floraciones, unidos a
modificaciones en la estructura de tamafio en la comunidad de la floraciéon hacia células mas
pequefias, pueden alterar las interacciones del ecosistema predador (zooplancton) - presa
(fitoplancton), impactando negativamente en la cantidad y calidad de alimento disponible para la
comunidad de zooplancton y, por consiguiente, en la transferencia de energia a niveles tréficos
superiores.

Este trabajo permite establecer un punto de partida acerca de los patrones temporales y la
variabilidad de diferentes factores bidticos y abidticos en las Ultimas décadas, y constituye el
primer paso para comprender los posibles cambios que se esperan para el futuro. A partir del tipo
de datos obtenidos hasta el momento (con brechas importantes en el tiempo y en el esfuerzo de
muestreo), es evidente la necesidad de implementar nuevos programas de control y de monitoreo
mas rigurosos a lo largo del tiempo. Estos programas deberian considerar otras variables
relacionadas con el clima (por ejemplo, vientos) y/o con actividades humanas (por ejemplo,
cantidad de nutrientes de origen antrdpico, efluentes provenientes de industrias pesqueras,
fertilizantes agricolas) para obtener predicciones mas certeras que permitan a los politicos y

gestores ambientales tomar decisiones basadas en evidencias empiricas sélidas.
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Capitulo 3:

Respuestas del fitoplancton del
estuario del Rio Chubut en dos
condiciones de CSM: Efectos de la
radiacion solar y nutrientes a corto

y largo plazo

61



3.1 Introduccion:

El aumento de las actividades agricola-ganaderas e industriales, sumado a una mayor densidad de
poblacién en areas cercanas a la costa, con un consecuente mayor vertido de desechos, hace que
éstas areas estén recibiendo mayor aporte de nutrientes a través de los rios (Foley et al., 2005), lo
cual se espera que se intensifiqgue durante las préximas décadas (Cloern et al., 2016). De hecho, en
un estudio realizado durante el afio 2015 en Bahia Engaio (Capitulo 2, Bermejo et al., 2018) ya fue
reportado un aumento significativo de nutrientes a comparacién con datos histéricos. Si bien los
sedimentos y materia organica disuelta y particulada transportados hacia las aguas costeras por
los rios y vientos alteran el campo luminico subacudtico, con una menor penetracién de la
radiacién (principalmente RUV-B), esta disminucidn no seria tan importante como el aumento de
la radiacidn solar (PAR y RUV) que se produce en condiciones de mayor estratificacién (Williamson
et al., 2014). Por lo tanto se esperaria que, en un escenario futuro, las comunidades autétrofas
gue viven en los primeros metros de la columna de agua, reciban mayor cantidad de radiacidon
solar y de nutrientes.

Si bien existen muchos estudios tendientes a evaluar los efectos individuales de variables
asociadas al cambio global sobre los ecosistemas acudticos, aquellos que evalian los impactos
combinados de dos o mas variables son mas apropiados, ya que brindan informacidn mds certera
acerca de los efectos del cambio global que se esperan en el futuro (Boyd et al., 2015). En este
sentido, se ha determinado que el aporte de nutrientes generalmente tiende a contrarrestar los
efectos negativos de la RUV (Marcoval et al.,, 2007; Villafaiie et al., 2014). Por otra parte, en
estudios donde se evaluaron los efectos de la RUV bajo distintas condiciones de mezcla, se
observé que no sdlo la profundidad de la CSM era importante, sino también que la inhibicién de la
fotosintesis por la RUV dependia de qué porcién de la zona eufética se mezcla (Barbieri et al.,
2002). Sin embargo, aunque es obvia la importancia evaluar el efecto conjunto de la mezcla
vertical, la RUV y el aporte de nutrientes sobre el fitoplancton en un contexto de cambio global,
especialmente en areas costeras, existen pocos trabajos relacionados con esta tematica y se tiene
muy poco conocimiento del grado de interaccidon entre estas variables sobre las comunidades
fitoplanctdnicas. Mas aun, la mayoria de los estudios en donde se simulan condiciones futuras son
en general puntuales para algin momento del afio, sin tener en cuenta la sucesién anual, con
respuestas diferenciales por parte del fitoplancton. Es importante también tener en cuenta la
escala temporal de experimentacién considerada, ya que existen evidencias de que tanto los

efectos individuales de la RUV o en conjunto con otras variables, evaluados en lapsos menores a

62



un dia (i.e., estudios de corto plazo), son diferentes de aquellos obtenidos después de varios dias
(mediano/largo plazo), que involucran procesos de aclimatacion (Villafafie et al., 1995c; Villafafie
et al., 2014; Cabrerizo et al., 2017a).

En base a estas consideraciones, el objetivo de este capitulo es evaluar los efectos a corto y largo
plazo de algunas variables asociadas al cambio global: radiacién solar i.e., cantidad (simulando
distintas profundidades de CSM) y calidad (PAR solo vs PAR + RUV), y nutrientes sobre la
fotosintesis y estructura de comunidades de fitoplancton del estuario del rio Chubut (regimenes
interno y externo) a lo largo del afio. Los resultados a obtener, acerca de cémo la fotosintesis y la
estructura y composicidn taxondmica de las comunidades de fitoplancton de latitudes medias es
afectada por la exposicion a la radiacion solar, nutrientes y distintas profundidades de la CSM,
proveera de conocimientos muy importantes para poder evaluar futuros impactos del cambio
global no solo en el fitoplancton, sino en la disponibilidad de alimento para los consumidores
primarios en estos sistemas. Ademas, se evaluaran las siguientes hipdtesis planteadas como
objetivos de la Tesis: H2) “El aporte de nutrientes actua en forma antagodnica con la RUV y una
CSM poco profunda, contrarrestando los efectos negativos de los mismos sobre la eficiencia
fotoquimica a corto plazo”. H3) “El aporte de nutrientes, conjuntamente con una CSM poco
profunda selecciona, a largo plazo, células grandes (i.e., microplancton) aclimatadas a altas
irradiancias”. H4) El impacto conjunto de la radiacion solar, CSM poco profunda y aumento de

nutrientes es: H4a) mayor en invierno que en verano, y H4b) mayor en el rio que en el mar.

3.2 Materiales y métodos:

3.2.1 Area de estudio:

El rio Chubut nace en la cordillera de los Andes, cruza de Oeste a Este la provincia de Chubut, y
desemboca en Bahia Engaio, en el Océano Atlantico, formando un estuario de planicie costera
mesomareal (Piccolo y Perillo, 1999). Debido a la interaccion entre el rio y el mar, el area se
caracteriza por poseer propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas muy variables (Helbling et al.,
2010; Bermejo et al., 2018) lo que se traduce en una importante diversidad de fitoplancton, con
variaciones significativas en la composicidn y estructura de tamafios de las comunidades a lo largo
del afo (Sastre et al., 1998). El estuario del rio Chubut se caracteriza por un régimen de mareas
semidiurno, con una altura que varia entre 0.5 m y 6 m durante la bajamar y pleamar,
respectivamente (Helbling et al., 2010). El estuario es de tipo cuiia salina, con el rio fluyendo sobre
el agua de mar durante la bajante (hacia el mar) y el mar entrando rio arriba deteniendo por
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completo e incluso invirtiendo el flujo del rio durante la creciente (Helbling et al., 1992). La mayor
parte del intercambio entre los dos extremos del estuario (agua de rio y mar) ocurre durante la

pleamar y la bajamar, favoreciendo la mezcla intensa en la columna de agua (Helbling et al., 2010).

3.2.2 Recoleccion de muestras:

Se trabajo con comunidades de fitoplancton recolectadas en los dos extremos del estuario del rio
Chubut (ver Capitulo 1 - Fig. 1.15): En el régimen externo (Bahia Engafio, en la desembocadura del
rio; 43° 20' 33" S; 65° 03' 13" O) con salinidades > 31; y en el régimen interno del estuario (Puente
de Rawson; 43° 18' 23" S; 65° 05' 31" 0), con salinidades < 1.Se realizaron 12 experimentos de tipo
factorial (8 experimentos con comunidades marinas, y 4 con comunidades de rio). Las muestras
marinas fueron recolectadas dos veces por estacién del aifio, con marea alta, en el periodo octubre
de 2014 a octubre de 2015, cada 40-50 dias entre cada experimento, mientras que las de rio se
recolectaron durante marea baja, una vez por estacién del afio en el periodo febrero a octubre de
2015. De esta forma los experimentos, distribuidos a lo largo del afio, cubrieron un amplio rango

de condiciones de radiacion solar (Fig. 3.1).
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Fig. 3.1 Condiciones de radiacion PAR (W m’z) sobre el drea de estudio, resaltando con color negro el momento en el que

se realizaron los experimentos con comunidades marinas (Exp 1 al 8) y de rio (Exp 4R, 5R, 7R y 8R).

La tarde anterior al comienzo de los experimentos, se recolectaron muestras superficiales (0.5 m
de profundidad) desde la costa, utilizando un recipiente previamente lavado con HCl (1 N). Las

muestras de agua se filtraron por una malla de 200 um de poro para eliminar el zooplancton de
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mayor tamafio, se las colocaron en 6 bidones de policarbonato (20 | cada uno), y se las trasladaron

inmediatamente a la EFPU (a 10 min de ambos sitios de muestreo; Fig. 1.15).

3.2.3 Set-up experimental y protocolo de muestreo:

El set-up experimental fue el siguiente: La mitad de los recipientes (3 bidones) mantuvieron las
muestras sin modificar (i.e., tal como se obtuvieron al momento de recoleccién) y sirvieron como
control (concentracidn de nutrientes ambiente, de aqui en mas tratamiento “Amb”), mientras que
a la otra mitad se les agregd una cantidad adicional de nutrientes, que representaba un
incremento de 3-5 veces la concentracion de nutrientes promedio a lo largo del afio (de aqui en
mas tratamiento “+Nut”) y manteniendo una relacion N:P promedio a la que habia en el ambiente
(que oscilaba entre 0.02-2). Los incrementos de concentracion en los bidones fueron de 15 uM de
PO,>, 25 UM deNOs™ y 100 uM deSiO;>, adicionales a la concentracion qgue habia en el medio,
simulando un escenario futuro de cambio global con un aumento de nutrientes de origen
antrépico. La relaciéon N:P medida luego del agregado de nutrientes, en ambos extremos del
estuario oscilé entre 1-1.6. Luego, se llenaron 12 bolsas de polietileno transparentes a la RUV
(microcosmos de 6 | de capacidad, 78% de transmitancia a 280 nm) con 5 | de muestra Amb, y
otros 12 con muestra +Nut. Una vez llenas las bolsas (microcosmos) fueron cerradas, adosandoles
una cdnula para facilitar los posteriores muestreos (ver mas adelante). A su vez, los microcosmos
de cada tratamiento de nutrientes fueron expuestos a dos tratamientos de calidad de radiacién: 1)
P (PAR, >400 nm), 6 microcosmos cubiertos con un filtro que no permite el paso de la RUV
(Ultraphan UV OpakDigefra film); y 2) PAB (PAR + UVR, >280 nm), 6 microcosmos sin filtro
adicional. Por otro lado, a la mitad de los microcosmos de cada tratamiento antes mencionados se
los sometid a dos tratamientos de cantidad de radiacion, representando dos irradiancias medias
diferentes, que simulan dos profundidades distintas de la CSM: 1) Irradiancia media de una CSM
profunda: microcosmos que recibieron el 25% de la irradiancia solar (cubiertos con dos mallas de
densidad neutra) (25% lIrrad), y 2) Irradiancia media de una CSM somera: microcosmos que
recibieron el 100% de la irradiancia solar (microcosmos sin cubrir) (100% Irrad) (Fig. 3.2). El 25% de
irradiancia solar utilizado para muestras del tratamiento que simulaba una CSM profunda
(escenario presente) fue elegido en base a la irradiancia media que recibiria una particula dentro
de la CSM teniendo en cuenta los valores promedios del coeficiente de atenuacion (K) y la
profundidad de la CSM (z) para el rio y mar (K,,=4 m™: z,=1m, Y Kmar=1.5 m? 2a=3 m) (Helbling

et al., 2010, 2015). El 100% de irradiancia solar corresponderia a una CSM somera extrema en un
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escenario futuro de cambio global. Cada tratamiento fue realizado por triplicado, por lo que se
colocaron un total de 24 microcosmos bajo radiacién solar natural en 8 bafios con agua circulante
(a la temperatura in situ del agua al momento de recoleccién de las muestras) como control de
temperatura (3 microcosmos por bafio, Fig. 3.2). Los microcosmos se colocaron en los bafios con
control de temperatura la noche anterior al inicio del experimento, y se expusieron por 5 dias a la
radiacidn solar. Ademas, se agitaron manualmente cada 1 h durante el dia, para evitar que las

células de fitoplancton decanten en fondo de los mismos y asi recibir irradiancias homogéneas.
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Fig. 3.2 (a) Imagen del set-up experimental en la EFPU, mostrando los bafios de agua conteniendo los microcosmos
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(b) Diagrama del disefio experimental con los distintos tratamientos.

El protocolo de muestreo fue el siguiente: Las muestras para medicion de parametros
fotoquimicos (fluorescencia de la Clor-a, ver mas adelante) se obtuvieron cada 1 h desde la salida
hasta la puesta de sol, en los dias 1, 3 y 5 del experimento. Por simplicidad, se muestran sélo las
mediciones realizadas en el dia 1 (corto plazo) y 5 (mediano/largo plazo, luego de la aclimatacion).
Las mediciones comenzaron entre las 6-7 hs y finalizaron alrededor de las 20 hs para los
experimentos de verano y primavera, mientras que en otofio e invierno comenzaron entre las 8-9
hs y finalizaron aproximadamente a las 17-18 hs. Debido a que la respuesta de organismos
fitoplanctdnicos es muy rdpida, el instrumento de medicidn (fluorémetro PAM, ver mas adelante)
se colocé cercano al lugar de experimentacion a fin de evitar demoras entre la recoleccién de sub-
muestras y la medicién correspondiente. Las muestras para los andlisis de Clor-a y otros pigmentos
fotosintéticos se obtuvieron al inicio del experimento (es decir, al momento de recoleccion de la
muestra) y cada manana durante los 5 dias de experimentacion. Por su parte, las muestras para
analisis de nutrientes se recolectaron al inicio del experimento y luego temprano en la mafiana de
los dias 3 y 5, mientras que aquellas para recuentos y analisis taxondmicos de fitoplancton se

obtuvieron al inicio de cada experimento y en la mafiana del dia 5. Los microcosmos se abrieron
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todos los dias sélo por la manana, para la recoleccidon de muestras que requerian mayor cantidad
de volumen (Clor-a, nutrientes, recuentos celulares). En cambio, para las mediciones de
parametros fotoquimicos (cada 1 hora), las muestras se obtuvieron con una jeringa que se

adosaba a una cdnula de plastico colocada de manera permanente en los microcosmos.

3.2.4 Andlisis y mediciones:

Radiacion Solar:

La radiacion solar incidente se midié continuamente a lo largo de cada experimento utilizando un
radiometro ELDONET de banda ancha (Real Time Computers, Inc., Alemania), que mide radiacién
PAR (400-700 nm), RUV-A (315-400 nm) y RUV-B (280-315 nm). Este instrumento esta montado en

el techo de la EFPU y adquiere datos cada un minuto.

Temperatura:

Para cada experimento se midié la temperatura y conductividad in situ al momento de
recolectarlas muestras, utilizando una sonda multiparamétrica (Yellow Spring Instruments, modelo
XLM 600, USA). El valor de temperatura medido in situ para cada experimento fue aquel utilizado

en los bafios de control de temperatura en donde se colocaron los microcosmos.

Clorofila y otros pigmentos fotosintéticos:

Para determinar la concentracién inicial de los pigmentos fotosintéticos, se obtuvieron sub-
muestras de 100-250 ml de cada biddn de 20| (3 Amb y 3 +Nut), antes de llenar los microcosmos.
Ya en los microcosmos, se obtuvieron sub-muestras de cada uno de ellos a primera hora de la
mafiana durante todos los dias del experimento. Las mismas fueron filtradas a través de filtros
GF/F (25 mm de didmetro), congeladas (-20 °C) hasta su andlisis y luego procesadas como fue
descripto en el Capitulo 2. La concentracién de Clor-a fue calculada utilizando |la ecuacion de Porra
(2002), luego de realizar un barrido entre 250-750 nm con un espectrofotometro (Hewlett Packard

modelo HP 8453E, USA).

Andlisis taxondmicos / recuentos celulares:
Las muestras para estos analisis se colocaron en botellas de vidrio color caramelo de 250 ml. Las
muestras de comunidades marinas de fijaron con formalina neutralizada (0.4% concentracion final

de formaldehido en la muestra), mientras que las de comunidades de rio se utilizé lugol en medio
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acido (1%). La identificacidn y recuento de fitoplancton se realizé con un microscopio invertido
(Leica, modelo DM IL, Alemania), utilizando el procedimiento descripto en Villafafie y Reid (1995)
(ver Capitulo 2). Dado que no se utilizaron técnicas especificas para la identificacion de flagelados,
aquellos que no fueron identificados fueron asumidos como fotosintéticos, por lo cual podria

existir una sobreestimacion de la abundancia relativa de este grupo.

Nutrientes:

Se recolectéd una muestra de 100 ml de cada bidén de 20 | (3 bidones Amb y 3 +Nut), antes de
Ilenar los microcosmos y también de cada microcosmos durante el experimento. Las muestras
para el andlisis de macronutrientes (NO3™ + NO;, PO,* y Si05”) se colocaron sin filtrar en botellas
de 125 ml de polietileno de alta densidad y se congelaron a -20°C hasta su posterior andlisis, que
fue realizado usando las técnicas espectrofotométricas descriptas en Strickland y Parsons (1972).
Cabe aclarar que sélo se midié una fraccion del N total (NOs + NO;) mientras que el P medido fue
el P total. Por lo que al mencionar calculos de relaciones N:P, el valor obtenido va a estar

subestimado.

Determinacion de pardmetros fotosintéticos:

Para determinar las variaciones del rendimiento cudntico fotoquimico (Y) a lo largo del dia, se
realizaron ciclos diarios durante cada experimento con comunidades de mar o rio, al inicio (dia 1) y
al final (dia 5) i.e., después de la aclimatacion a los tratamientos de radiacién y profundidad de
CSM. La fluorescencia in vivo de la Clor-a del fotosistema Il (FSII) se midié cada una hora con un
fluorémetro de pulsos de amplitud modulada (Walz, Water PAM, Effeltrich, Alemania). Con una
jeringa se obtuvieron alicuotas de 3 ml de muestra de cada microcosmos, se las colocaron en una
cubeta y se midieron 6 veces inmediatamente después del muestreo, sin aclimatacion a la

oscuridad. El Y se calculd usando las ecuaciones de Genty et al. (1989) y Weis y Berry (1987):

Y=AF/Fn=(Fn=F)/Fn (Ecuacién 3.1)

donde F', es la fluorescencia maxima instantanea, inducida por un pulso de luz saturante (5300
pmol fotones m? s en 0.8 s) y F, es la fluorescencia del estado basal inducida por una luz actinica
(~107 0 158 W m™ dependiendo de la época del afio) en células adaptadas a la luz. Otro de los

parametros registrados por el equipo es el quenching no fotoquimico (NPQ) de la fluorescencia de
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la Clor-a, que refleja la disipacién por calor de la energia luminica absorbida en exceso, y es el
mecanismo de fotoproteccidén a corto plazo mds importante activado por intensidades de PAR en

niveles de saturacion. EI NPQ se calculé usando la siguiente ecuacién (Schreiber et al., 1994):

NPQ = (Fn-F'm)/Fm (Ecuacién 3.2)

donde F, es la fluorescencia méaxima cuando todos los centros de reaccién se encuentran

cerrados.

3.2.5 Tratamiento de datos, cdlculos y estadistica:

Los experimentos fueron de tipo factorial, con 2 tratamientos de calidad de radiacion (PAB; P) x 2
tratamientos de nutrientes (Amb; +Nut) x 2 tratamientos de cantidad de radiacion incidente (100%
Irrad; 25% Irrad) (Fig. 3.2b). Los tratamientos se realizaron por triplicado (8 tratamientos, 24
microcosmos). Los resultados de todas las variables medidas se expresaron como la media y el
desvio estandar.

Las tasas de inhibicién (k; min™) y de recuperacién (r; min™) de Y para cada tratamiento, se
estimaron como la disminucién (desde la mafiana hasta el mediodia) y el aumento (desde el
mediodia hasta el atardecer), respectivamente, de los valores de Y obtenidos durante los ciclos

diarios, aplicando un ajuste exponencial en funcién del tiempo:

Y=Ae" (Ecuacién 3.3)

donde Y es el rendimiento fotoquimico del FSII, A es una constante, t es el tiempo y b representa
la tasa de cambio (inhibicidn (k) o recuperacién (r)). En la Fig. 3.3 se representa un esquema
general de respuestas de Y a lo largo del dia. Cuando esta tasa es negativa, se considera que
representa la inhibicion de Y, mientras que si es positiva se considera que representa la
recuperacion de este pardmetro. Los valores absolutos mas altos de k y r indican mayores tasas de
inhibicion o recuperacidn, respectivamente. Para realizar cada ajuste, se consideraron las
mediciones correspondientes del ciclo diario incluidas en la tendencia decreciente, linea roja en la

Fig. 3.3 (k), o creciente, linea verde en la Fig. 3.3 (r) del Y.
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Fig. 3.3 Esquema general de respuestas de Y a lo largo del dia y calculo de las tasas de inhibicidn (k) y recuperacién (r).

Ademas se muestran los darfios reversibles y no reparado a lo largo del dia solar a partir de los datos de Y.

Para todos los tratamientos de cada experimento, se calculd el dafio no reparado en las células
(Fig. 3.3) es decir, aquel que no pudo ser reparado a lo largo del dia solar. Para ello se compararon
los valores de Y obtenidos en la Gltima medicién del ciclo diario (cuando ya se habia ocultado el

sol) (Ysin) con los valores de Y medidos en el tiempo inicial (Yi,c), utilizando la siguiente formula:

Dafio no reparado = Y, - Yinic (Ecuacidn 3.4)

Por lo tanto, los valores positivos (> 0) indican que a lo largo del ciclo diario se recuperaron mas de
lo que se inhibieron, mientras que valores negativos (< 0) indican que las muestras no alcanzaron a
repararse totalmente a lo largo del dia solar.

La tasa de transporte electrénico relativo (ETRge; €n pmol electrones m?2s?, qgue representa el
flujo de electrones a través de la cadena de transporte electrénico y es indicativo de la tasa de

fotosintesis, se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

ETRge= Y *Absortancia * Irradiancia PAR * 0.5 (Ecuacidn 3.5)

en la cual se consideré como 1 el valor de absortancia. El valor 0.5 en la Ecuacién 3.5 corresponde
a la relacién promedio entre los centros de reaccidon del FSIl y los centros de reaccion de FSI. Para
los tratamientos que recibieron 100% Irrad, los valores de irradiancia PAR utilizados en los célculos
de ETR coincidieron con aquellos obtenidos por el radiémetro al momento de la medicidn de Y,

mientras que para los tratamientos que recibieron 25% Irrad, los valores de PAR utilizados en la
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Ecuacién 3.5 fueron los obtenidos por el radiometro y multiplicados por 0.25. Cabe aclarar, que los
microcosmos se encontraban sobre la superficie del agua, y la parte superior de los mismos
estaban cubiertos por una fina pelicula de agua. Por consiguiente, en la parte superior de los
microcosmos llegaba casi la totalidad de la radiacién, mientras que en el fondo la radiacién que
llegaba era menor. Sin embargo, es importante mencionar que la irradiancia que recibieron las
células era menor a la que recibieron los microcosmos, dependiendo de la transmitancia de las
bolsas (alrededor del 85%) y de la concentracidn de fitoplancton. Debido a ello y a fin de lograr
una irradiancia homogénea dentro de los microcosmos, éstos de agitaron cada 1 hora antes de
realizar las mediciones de los pardmetros fotosintéticos. Por consiguiente, existe una pequefia
sobreestimacién en los cdlculos de ETR, pero esta es similar para todos los tratamientos, por lo
cual no afectaria las diferencias observadas entre tratamientos.

A fin de comparar las respuestas en los distintos dias, se calculé el transporte electrénico diario o
integrado (ETR,n;; en mol m?) para lo cual se integraron los valores de ETRge en funcién del tiempo

utilizando la siguiente ecuacioén:

ts
ETRpe = J,, ETRgq dt (Ecuacion 3.6)

donde t; y t; son los tiempos en los cuales se comenzaron y finalizaron las mediciones de Y,
respectivamente (i.e., inicio y final de ciclo diario). Los valores de ETR, surgen de calcular el area
bajo la curva de una funcién que ajusta los valores de ETRg, utilizando para ello un entorno
grafico.

Para calcular los efectos individuales de las variables de cambio global estudiadas (Rad, Nut, Irrad)
e interactivos triples (Rad x Nut x Irrad) sobre la tasa de transporte electrénico, se utilizaron los

valores de ETR,; utilizando las siguientes férmulas:

Efectos individuales: (Tratamiento,ngiviqual — Control) / Control *100 (Ecuacidén 3.7)

donde Control representa los valores de ETR,; en muestras bajo el tratamiento P, con
concentracién de nutrientes ambiente (Amb) y25% Irrad (CSM profunda), y Tratamientogividual

representa los valores de ETR, para: (i) muestras bajo el tratamiento PAB, nutrientes Amb y 25%

de Irrad para efectos de RUV, (ii) muestras bajo el tratamiento P, agregado de nutrientes (+Nut) y
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25% Irrad para efectos de Nutrientes y, (iii) muestras bajo el tratamiento P, nutrientes Amb y 100%
Irrad (CSM somera).

Los efectos interactivos triples se determinaron de la siguiente manera:

Efectos triples: (Tratamientorye — Control) / Control *100 (Ecuacidn 3.8)

donde Control representa los valores de ETR,; para muestras bajo el tratamiento P, con
concentracion de nutrientes ambiente (Amb) y 25% Irrad, y Tratamientor,,e representa los valores
de ETR,,; para: muestras bajo el tratamiento PAB, agregado de nutrientes (+Nut) y 100% de Irrad.
Ademas se calculé la suma de los efectos individuales (Rad + Nut + Irrad) para cada experimento,
con el fin de compararlo con el efecto interactivo triple (Rad x Nut x Irrad) y poder determinar de
esta forma si existe sinergismo o antagonismo. Para calcular el desvio estandar de los efectos
individuales e interactivos (%), se utilizbé propagacion de errores.

Las tasas de crecimiento en funcion de la cantidad de células (pice, en dia™) para los distintos

tratamientos de cada experimento se calcularon siguiendo la siguiente ecuacion:

Ucer = In (Ns/ Nq) / (ts-t3) (Ecuacién 3.9)

donde N; y Ns son las abundancias de fitoplancton al inicio y al final de los experimentos, y t; y ts
son los dias 1y 5 de los experimentos respectivamente.

Las tasas de crecimiento en funcién de la Clor-a (Lcior-q; dia™) se calcularon tomando el valor del
exponente de un ajuste exponencial a partir de las concentraciones de Clor-a obtenidas para cada
microcosmos a lo largo del experimento.

Tanto para los datos de k, r, dafio no reparado, ETR, y tasas de crecimiento, y con el fin de
determinar diferencias entre los tratamientos de radiacion, nutrientes e irradiancia dentro de cada
experimento, se realizé un ANOVA de tres vias de medidas repetidas con un limite de confianza
del 95% (Zar, 1999). La normalidad y homocedasticidad se verificé para cada conjunto de datos
antes de la aplicacidon del ANOVA. Cuando se determinaron diferencias significativas, se realizé una

prueba post hoc de Tukey.
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3.3 Resultados:

PARTE I: Experimentos con comunidades marinas

Radiacion Solar:

Los datos de irradiancia PAR (W m™) medidos durante los 5 dias en cada uno de los experimentos
realizados con comunidades marinas se muestran en la Fig. 3.4. Se observd gran variabilidad a lo
largo del afio, con valores de irradiancia PAR que superaron los 400 W m™ al mediodia durante el
verano, mientras que se registraron valores inferiores a 200 W m™ al mediodia en invierno. Las
condiciones de radiacion fueron no sdlo variables entre, sino también dentro de los experimentos,

con dias totalmente soleados y otros con presencia de nubes.
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Fig. 3.4 Irradiancia PAR (W m™) durante los 5 dfas de los distintos experimentos realizados con comunidades marinas.
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Clorofila-a y composicion de las comunidades:

Durante la mayor parte del periodo de estudio (Exp 1 al 5) se observaron valores bajos de Clor-a, <
8 pg I*, pero su concentracién aumentd hacia junio 2015, destacdndose un periodo de alta
concentracién de Clor-a en el Exp 7-agosto 2015, con valores > 50 pg | (Fig. 3.5a).
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Fig. 3.5 (a) Concentracion de Clor-a (ug ), (b) Porcentaje (basado en abundancia) de microplancton y nanoplancton, (c)
Porcentaje (basado en abundancia) de los distintos grupos, para las muestras iniciales de los experimentos realizados

con comunidades marinas.
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Si bien todos los experimentos estuvieron dominados (en abundancia) por células
nanoplancténicas (< 20 um), en el periodo donde las concentraciones de Clor-a fueron bajas, las
células de menor tamafo representaron > 95% del total, siendo en su mayoria flagelados no
identificados (Fig. 3.5b, c). Sin embargo, durante el Exp 7-agosto 2015, se registré un aumento en
la cantidad de células de mayor tamafio (microplancton, >20 um) que alcanzaron > 40% del total
(Fig. 3.5b). Este experimento coincide con el periodo del bloom de fitoplancton (descripto en el
Capitulo 2), que estuvo dominado por diatomeas (~62% del total) (Fig. 3.5c), siendo la especie
dominante Odontella aurita y otras pequefas del género Thalasiossira. Por otra parte, en octubre
2015, estas diatomeas de pequefio tamafio llegaron a alcanzar > 80% del total (Fig. 3.5b, c). En el
resto de los experimentos las diatomeas representaron menos del 15% del total, siendo las
diatomeas pequefias de 10-20 um del género Thalasiossira las mas abundantes. Los dinoflagelados
nunca contribuyeron significativamente a la abundancia total (< 1%, con una concentracidn

;. ~ , -1 . . ~
maxima de ~ 20 cél ml™) en las comunidades estudiadas a lo largo del afio.

3.3.1 Fotoquimica del FSll:

Ciclos diarios:

Tasas de inhibicion (k) y recuperacion (r):

Como patrén general, se observé que las k fueron mayores a las r (en valores absolutos) y en todos
los experimentos se observd inhibicidn. Por otra parte durante los ciclos diarios del dia 1, los
experimentos que registraron mayor inhibicién coincidieron con aquellos de mayor concentracién
de Clor-a (Fig. 3.6), los cuales mostraron ademds, mayores k para los tratamientos expuestos a una
CSM mas somera (100% Irrad). En general, al inicio de todos los experimentos, o bien no se
observaron diferencias entre los tratamientos, o el efecto de la irradiancia fue el mas importante.
Para los ciclos diarios del dia 5 (luego de la aclimatacion), si bien la exposicion a mayores niveles
de irradiancia siempre produjo mayores k, se observé también en algunos experimentos que el
aporte de nutrientes contribuyé a la inhibicién, mientras que en otros casos la disminuyé. A su vez,
los experimentos que mostraron mayores k, también mostraron mayores r (Figs. 3.8 y 3.9; Tablas

3.1y3.2).
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Fig. 3.6 Tasas de inhibicion (k; en min’l), en los ciclos diarios de los dias 1 de los experimentos realizados con

Exp 2: Dic 14

Exp 4: Feb 15

Exp 8: Oct 15

comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resultd significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey. En algunos casos, si bien las variables individuales y/o interaccién de las mismas fueron

significativas al realizar el ANOVA, el test de Tukey no detecté las diferencias entre tratamientos.
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Fig. 3.7 Tasas de inhibicion (k; en min’l), en los ciclos diarios de los dias 5 de los experimentos realizados con

Exp 2: Dic 14

Exp 4: Feb 15

Exp 8: Oct 15

comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interacciéon entre variables resultd significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey.
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Fig. 3.8 Tasas de recuperacion (r; en min ), en los ciclos diarios de los dias 1 de los experimentos realizados con

comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interacciéon entre variables resultd significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey. En algunos casos, si bien las variables individuales y/o interaccién de las mismas fueron

significativas al realizar el ANOVA, el test de Tukey no detectd las diferencias entre tratamientos.
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Fig. 3.9 Tasas de recuperacion (r; en min™), en los ciclos diarios de los dias 5 de los experimentos realizados con
comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada
experimento, se indica qué variable o interacciéon entre variables resulté significativa, y las diferencias entre
tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey.
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Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6 Exp 7 Exp 8
Dia 20.61%** 56.61%* 3,25 6.34* 4.73* 5.93* 117.57** 2,17
Dia x Radiacion 1,63 2,07 0,56 0,44 0,01 7.52* 11.19** 0,06
Dia x Nutrientes 8.51** 23.59** 1,15 0,88 0,30 1,07 37.50%* 0,86
Dia x Irradiancia 1,31 6.92* 2,39 0,33 0,29 1,88 11.80** 4,42
Dia x Radiacion x Nutrientes 0,04 0,39 0,96 0,36 0,02 21.65%** 3,49 0,00
Dia x Radiacion x Irradiancia 0,05 0,09 0,33 0,00 0,34 6.71* 0,90 0,87
Dia x Nutrientes x Irradiancia 10.91** 4,15 1,34 0,02 0,04 0,05 10.86** 0,96
Dia x Radiacion x Nutrientes x Irradiancia 2,17 0,39 2,21 0,10 0,03 0,10 0,09 0,11

Tabla 3.1 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la

radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en las tasas de inhibicion (k). El nivel de significancia se establecié en un

valor de p < 0.05. Los niUmeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ** y *** p < 0.05,p <0.01y

p < 0.001, respectiva mente.

Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6 Exp 7 Exp 8
Dia 0.02 4257+ 30.09*** 2.77 51.19%** 4.70* 97.60%* 7.08*
Dia x Radiacion 0.11 1.32 2.30 0.10 0.02 5.04* 24.85%** 0.00
Dia x Nutrientes 25.26%** 49.62%+* 1.10 0.27 191 24.24% 0.56 0.55
Dia x Irradiancia 0.53 5.85* 13.62** 3.02 2.36 8.66** 0.50 0.47
Dia x Radiacion x Nutrientes 2.38 5.31* 0.27 1.97 0.27 22.88* 0.08 217
Dia x Radiacion x Irradiancia 0.43 0.15 0.44 3.98 0.07 0.24 5.17* 0.34
Dia x Nutrientes x Irradiancia 2.93 51.66*** 3.80 0.17 0.90 8.00* 0.37 0.99
Dia x Radiacion x Nutrientes x Irradiancia 0.03 0.45 0.47 10.37** 2.96 9.64** 0.18 0.01

Tabla 3.2 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la

radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en las tasas de recuperacion (r). El nivel de significancia se establecié en un

valor de p < 0.05. Los niumeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ¥* y *** p < 0.05,p <0.01y

Dafio no reparado a lo largo del dia:

p < 0.001, respectivamente.

En los primeros experimentos realizados, los valores de Ys,-Yinic al dia 1 fueron > 0, mientras que a

partir de Enero, mostraron Ys,-Yinic < 0, con valores absolutos cercanos 0.2 aproximandose al

periodo de bloom (Fig. 3.10). Dentro de cada experimento las respuestas fueron muy variables

aunque, generalmente, las muestras que recibieron el 100% Irrad tuvieron menores valores que

aquellas bajo 25% Irrad. Durante los ciclos diarios del dia 5 se observé que, ademas de la

irradiancia, la variable Nut también tuvo efecto sobre los valores de Y¢,-Yinic (Fig. 3.11). Por otro

lado, en los experimentos donde se observaron diferencias entre el inicio y el final de los

experimentos (Tabla 3.3), los ciclos diarios del dia 5 mostraron, generalmente, mayor dafio no

reparado.
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Fig. 3.10 Diferencias entre los valores de Y al final y al inicio (Ysi,-Yinic) de los ciclos diarios correspondientes al dia 1,

calculados para los experimentos realizados con comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los

tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables

resultd significativa, y las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras

minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05) segun el test de Tukey. En algunos casos, si bien las variables individuales

y/o interaccién de las mismas fueron significativas al realizar el ANOVA, el test de Tukey no detectd las diferencias entre

tratamientos.
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Fig. 3.11 Diferencias entre los valores de Y al final y al inicio (Ysin-Yinic) de los ciclos diarios correspondientes al dia 5,
calculados para los experimentos realizados con comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los
tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables
resultd significativa, y las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras
minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05) segun el test de Tukey. En algunos casos, si bien las variables individuales
y/o interaccién de las mismas fueron significativas al realizar el ANOVA, el test de Tukey no detecté las diferencias entre

tratamientos.
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Los valores de Yii,-Yinic S8 comportaron de manera similar a los de la radiacidn solar recibida a lo

largo del afio, es decir, con valores mas altos en primavera-verano, disminuyendo hacia el

invierno, y con un aumento nuevamente hacia la primavera (Figs. 3.12 y 3.13). En los primeros

experimentos y durante el ciclo diario del dia 1, no se observé diferencia significativa entre los

distintos tratamientos de irradiancia o nutrientes, sin embargo esta diferencia se hizo evidente

hacia el invierno, con una tendencia hacia un mayor dafio no reparado para las muestras

expuestas al 100% Irrad (Fig. 3.12). Por otra parte, durante el dia 5, no hubo tendencias tan

marcadas y los resultados fueron mas variables, pero con mayor dafio no reparado en la época

cercana al bloom (Fig. 3.13).
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Fig. 3.12 Valores de Yji,-Yinic correspondientes a los ciclos diarios del dia 1 de todos los experimentos realizados con

PAR (W m?2)

comunidades marinas. Los simbolos sin y con relleno corresponden a los dos tratamientos de calidad de radiacion (PAB y

P respectivamente), mientras que los circulos y cuadrados corresponden a los dos tratamientos de nutrientes (Amb y

+Nut, respectivamente). Los simbolos azules y rosa corresponden a los dos tratamientos de irradiancia (100% y 25%

respectivamente). Las curvas continuas rosa y azul corresponden a ajustes polindmicos de los datos correspondientes al

25% y 100% de irradiancias con concentracién Amb, respectivamente, mientras que las curvas con lineas discontinuas

rosa y azul corresponden a ajustes polindmicos de los datos correspondientes al 25% y 100% de irradiancias con

.z . . . . . . -2
concentracion +Nut, respectivamente. Ademas se incluyeron los datos de irradiancia solar PAR (W m™).
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Fig. 3.13 Valores de Y5,-Yinic correspondientes a los ciclos diarios del dia 5 de todos los experimentos realizados con
comunidades marinas. Los simbolos sin y con relleno corresponden a los dos tratamientos de calidad de radiacién (PAB y
P respectivamente), mientras que los circulos y cuadrados corresponden a los dos tratamientos de nutrientes (Amb y
+Nut, respectivamente). Los simbolos azules y rosa corresponden a los dos tratamientos de irradiancia (100% y 25%
respectivamente). Las curvas continuas rosa y azul corresponden a ajustes polindmicos de los datos correspondientes al
25% y 100% de irradiancias con concentracién Amb, respectivamente, mientras que las curvas con lineas discontinuas
rosa y azul corresponden a ajustes polindmicos de los datos correspondientes al 25% y 100% de irradiancias con

concentracion +Nut, respectivamente. Ademas se incluyeron los datos de irradiancia solar PAR (W m™).

Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6 Exp 7 Exp 8
Dia 3.65 44,93* 84.03* 8.65** 0.00 21.50%* 0.08 61.26%**
Dia x Radiacion 0.33 0.00 0.57 241 0.02 6.19* 0.13 7.77*
Dia x Nutrientes 1.09 40.81** 0.70 0.02 15.93%** 0.13 0.27 89.58***
Dia x Irradiancia 0.90 0.00 8.88** 1.58 1.77 3.46 7.57* 100.23***
Dia x Radiacion x Nutrientes 4.87* 0.00 0.05 141 0.07 3.08 0.23 0.15
Dia x Radiacion x Irradiancia 0.01 0.48 0.45 0.07 0.09 0.49 0.10 1.94
Dia x Nutrientes x Irradiancia 2.66 1.19 4.04 0.18 9.33** 1.22 3.17 0.02
Dia x Radiacion x Nutrientes x Irradiancia 0.50 1.36 0.28 1.63 0.00 2.36 1.89 11.72**

Tabla 3.3 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la
radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en el dafio no reparado (Ys,-Yinic)- El nivel de significancia se establecié en
un valor de p < 0.05. Los nimeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ** y *** p <0.05, p <0.01y

p < 0.001, respectivamente.

Quenching no fotoquimico (NPQ):

El patrén general de NPQ (Figs. 3.14, 3.15) fue de un aumento hacia el mediodia y disminuyendo
hacia el atardecer. Las muestras expuestas a 25% Irrad presentaron valores de NPQ inferiores que
aquellas que recibieron el 100% Irrad para ambos ciclos diarios. Para el dia 1, las muestras que
recibieron 100% Irrad, y ademads recibieron el espectro completo de radiaciéon solar disiparon

mayor cantidad de energia en forma de calor, sobre todo hacia la primavera y verano,
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coincidiendo con la época de mayores irradiancias solares (Fig. 3.14). Por otra parte se registraron,
en la mayoria de los casos, menores valores de NPQ hacia el Ultimo dia de experimentacion. Para
este mismo dia, a su vez, las muestras +Nut exhibieron menor disipacién de energia por calor que

las Amb (Fig. 3.15).
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Fig. 3.14 NPQ en los ciclos diarios del dia 1 de los experimentos realizados con comunidades marinas. Los simbolos

blancos y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Los circulos corresponden a los

PAB+Nut

tratamientos de concentracion de nutrientes ambiente (Amb), mientras que los cuadrados corresponden a tratamientos

con agregado adicional de nutrientes (+Nut).
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Fig. 3.15 NPQ en los ciclos diarios del dia 5 de los experimentos realizados con comunidades marinas. Los simbolos
blancos y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Los circulos corresponden a los
tratamientos de concentracion de nutrientes ambiente (Amb), mientras que los cuadrados corresponden a tratamientos

con agregado adicional de nutrientes (+Nut).

Tasa de transporte electrénico del FSlI:
Los ETR; fueron significativamente mayores para los tratamientos expuestos al 100% Irrad
respecto a los 25% Irrad, independientemente del tratamiento de radiacién o de nutrientes (Figs.

3.16 y 3.17). Esta diferencia se hizo mucho mads notoria en primavera y verano, coincidiendo con
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altos valores de radiacién solar. Por otro lado, se observé diferencia entre dias (Tabla 3.4) y la
ETR;,: fue mayor al inicio que al final de los experimentos, luego de la aclimatacién. Mds aln,
durante los ciclos diarios correspondientes al dia 5 de los experimentos, ademads de la irradiancia,

también los nutrientes tuvieron un efecto importante sobre las ETR;,; aunque las respuestas

fueron variables (Fig. 3.17).
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Fig. 3.16 Tasa de transporte electrénico integrada - ETR,,; (mol electrones m’z) de los ciclos diarios de los dias 1 de los

experimentos realizados con comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P,

respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resulté significativa, y las

diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras mindsculas, mayusculas o

numeros (p < 0.05) segun el test de Tukey.
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Fig. 3.17 Tasa de transporte electrénico integrada - ETR,; (mol electrones m’z) de los ciclos diarios de los dias 5 de los

experimentos realizados con comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PABy P,

respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccidn entre variables resulté significativa, y las

diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o

numeros (p< 0.05) segun el test de Tukey.

Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6 Exp 7 Exp 8

Dia 203.63*** 164.19% 133.76%* 130.68*** 27.17% 128.08* 320.91%* 290.37%**
Dia x Radiacion 0.2 0.8 0.9 0.20 0.87 0.80 3.57 0.02

Dia x Nutrientes 37.21%* 105.91%+* 8.96** 18.54*** 0.02 6.54* 45.79%* 0.69

Dia x Irradiancia 71.51%** 96.97** 60.74%** 46.24*+* 20.90*** 60.46*** 113.58*+* 59.33***
Dia x Radiacion x Nutrientes 4.63* 0.7 0.2 0.53 1.65 5.69* 0.66 0.45

Dia x Radiacion x lIrradiancia 0.3 0.0 0.5 0.12 0.76 0.27 0.59 0.15
Dia x Nutrientes x Irradiancia 20.08*** 70.21%+* 6.69* 21.29%* 1.80 7.70* 16.39*** 1.73

Dia x Radiacion x Nutrientes x Irradiancia 4.2 0.0 0.0 2.55 0.12 8.06* 0.47 0.00

Tabla 3.4 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la

radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en las tasas de transporte de electrones (ETR). El nivel de significancia se

establecio en un valor de p < 0.05. Los numeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ** y *** p <

0.05, p< 0.01yp<0.001, respectivamente.
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Efectos sobre la tasa de transporte electronica integrada:

Se calcularon los efectos individuales (Rad, Nut, Irrad), la suma de los mismos (Rad + Nut + Irrad) y
los efectos interactivos triples (Rad x Nut x Irrad) para las ETR;,; durante los dias 1 y 5 de cada
experimento (Fig. 3.18). Por lo general, las variables individuales Rad y Nut tuvieron un efecto casi
nulo sobre la ETR;, al principio y al final de la experimentacién. Por el contrario, el efecto
individual de la irradiancia (aumento de un 25% al 100% de irradiancia recibida) fue el mas
importante sobre el ETR;, (Fig. 3.18a, b). Por ultimo, se compararon los efectos interactivos de las
tres variables (Rad x Nut x Irrad) respecto de la suma de los efectos individuales (Rad + Nut + Irrad)
(Fig. 3.18c, d). Durante los ciclos diarios del dia 1, se observaron valores similares tanto en los
efectos interactivos como en la suma de los individuales para la mitad del periodo de
experimentacidn, con reduccion de los mismos hacia la época del bloom (agosto 2015) (Fig. 3.18c).
Por otra parte, durante los ciclos diarios correspondientes al dia 5, luego de la aclimatacidn, las
respuestas fueron un poco diferentes ya que, en general el efecto interactivo (Rad x Nut x Irrad)
fue inferior a la suma de los efectos por separado (Rad + Nut + Irrad) (Fig. 3.18d), a excepcidn de

los experimentos de junio y agosto de 2015.

400 v -
< |a Dia 1 b Dia 5 -
é /
8 300 _m - n /
© w \l’ - = b - i | W \., n - _.\ /
-g 200 ~m - o ~ - /
= —&- Rad | ~ /
© —ph - ~
2 100 -A— Nut i B
» —- Irrad |
L b ¥ il
g 0 &= a - - —-o==3 e = ad= < -6 g -
in]
-100 - e o —r . —
Oct Nov Dic |Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct‘ Oct  Nov ch[ Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct[
2014 2015 2014 2015
*
400 A
c d
% 1 /
— ° * /
X 300 - 6, A~ * * " * ; ®
® x " 2 A | A A- —A ¥ ,
2 200 T x o "
o \\‘_ a7 £ 9 - b o
[ | . _/ =
@ 100 —@- Rad x Nut x Irrad @ '3
G —A- Rad + Nut + Irrad
T
-100 T T ; — : N : : )
Oct Nov Dic |Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Oct Nov Dic| Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct
2014 2015 2014 2015

Fig. 3.18 (a, b) Efectos individuales (Rad, Nut, Irrad) (%), (c, d) Efectos triples interactivos (Rad x Nut x Irrad; circulos) y
suma de los efectos individuales (Rad + Nut + Irrad; tridngulos) (%), a lo largo del periodo de estudio para los ETR,; de los
dias 1y 5, respectivamente. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el efecto interactivo y la suma de los

efectos individuales (p < 0.05).
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3.3.2 Crecimiento, cambios en la estructura de tamaios y composicion especifica de las
comunidades:

Las concentraciones iniciales de células fitoplancténicas durante los experimentos de largo plazo
variaron entre 0.2 y 1.2 x 10° cél mI™. A lo largo de los 5 dias de experimentacién, y en la mayoria
de los casos, se observé un aumento en la abundancia de células, pero ésta fue muy variable entre

los tratamientos (Fig 3.19).
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Fig. 3.19 Abundancia de células (x 10* cél mI'™) al inicio y para cada uno de los tratamientos al final de los experimentos
realizados con comunidades marinas. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccidn entre variables resultd
significativa, y las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas,

mayusculas o nimeros (p < 0.05) seguin el test de Tukey. En algunos casos, si bien las variables individuales y/o
interaccién de las mismas fueron significativas al realizar el ANOVA, el test de Tukey no detectd las diferencias entre

tratamientos.
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Las tasas de crecimiento en funcién de la Clor-a (lcor) fueron similares a las obtenidas en base a
recuentos celulares (Ue), por lo cual se muestran sélo los datos de estas ultimas. Salvo algunas
excepciones, generalmente no hubo diferencias en las p entre los tratamientos, aun en aquellos
que recibieron nutrientes adicionales (Fig. 3.20). Por otro lado, las Lice para todos los tratamientos
de los primeros 5 experimentos fueron superiores a las observadas en aquellos cercanos al bloom,

en los cuales se obtuvieron valores cercanos a 0, o incluso negativos.
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Fig. 3.20 Tasas de crecimiento en funcién de la abundancia de células (dia™) calculadas para todos los tratamientos en

los experimentos realizados con comunidades marinas. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB
y P, respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resulté significativa, y

las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras mindsculas, mayusculas o

numeros (p < 0.05) segun el test de Tukey.
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Las células nanoplancténicas (< 20 um) fueron dominantes tanto al inicio como al final de cada

experimento, a excepcién de aquellos realizados en junio y agosto (y un tratamiento puntual en

enero), en el cual las células de mayor tamano (microplancton, > 20 um) contribuyeron por > 50%

del total en algunos tratamientos al dia 5 (Fig. 3.21). Aunque en casi todos los experimentos hubo

algunas variaciones en los porcentajes de tamafos hacia el final de los mismos, éstas fueron

generalmente pequenas y tendieron hacia un aumento en la abundancia de las células

microplanctdnicas (Fig. 3.21).

100% Irrad

25% Irrad

100% Irrad

25% Irrad

- g e 80 80 II

-— s J

| 8 6o - 60 —

o =

o 40 40
v o
. md ©
-

a 20 20

x 0 1l U 0 L 1 L il 1l 1l ) S S — 1l

L Inic PAB P PAB P PAB P PAB P Inic PAB P PAB P PAB P PAB P
Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut

w0 F 80 I 80

— &

ol § e0 60

= =

L o 40 40

i =

™| 2 20 20

Q.

L Inic PAB P PAB P PAB P PAB P Inic PAB P PAB P PAB P PAB P
Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut

100 m = —~—. 100 l

o) < 80 80

-| 5

— 5 60 60

Q =

<| . 40 40

D c

1 2 20 20

&3

L Inic PAB P PAB P PAB P PAB P Inic PAB P PAB P PAB P PAB P
Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut

100 100 nlel=Em_ 1l

(o] = 80

oS g 80

o| § eo0 60

(=2 s

<< | . 40 40

.. [ =4

~1 2 2 20

o

= | LU ] 0l o LLI

L Inic PAB P PAB P PAB P PAB P Inic PAB P PAB P PAB P PAB P
Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut

| Nano [ Micro

Exp 2: Dic 14

Exp 4: Feb 15

Exp 8: Oct 15

Fig. 3.21 Proporcidn relativa (%) de nano- y microplancton para cada uno de los tratamientos al inicio y al final de los

experimentos realizados con comunidades marinas.
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Por otra parte, al inicio de los experimentos predominaron los flagelados, excepto en los
experimentos de agosto y octubre de 2015, cuando se registré una dominancia de diatomeas (Fig.

3.22), siendo la especie mas representativa Odontella aurita.
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Fig. 3.22 Proporcidn (%) de los diferentes grupos de fitoplancton al inicio y al final de los experimentos realizados con

comunidades marinas.

Luego de 5 dias de experimentacidén se observaron algunos cambios en las proporciones relativas

de cada grupo para los distintos tratamientos. Por ejemplo, las muestras Amb presentaron mayor
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proporcién relativa de flagelados que las +Nut, y este patrdon se observé independientemente del
tratamiento de irradiancia recibido (25 o 100%). Por otra parte, los dinoflagelados nunca
representaron mas del 2% del total de las células (Fig. 3.24), siendo algunas de las especies
encontradas Alexandrium tamarense, Gymnodinium spp., Prorocentrum micans 'y
Protoperidiniumspp. En el periodo del pre- y post-bloom, las diatomeas nanoplancténicas que
generalmente predominaron pertenecieron al género Thalasiossira y también se encontraron
células pennadas de 10-20 mm, mayormente del género Navicula. Entre las diatomeas de mayor
tamafio, las mas abundantes fueron generalmente Nitzschia longissima, Asterionellopsis glacialis y

Leptocylindrus spp.

3.3.3 Resumen:

En los experimentos realizados con comunidades naturales a lo largo del afio se observaron
respuestas diferenciales para los distintos periodos de la sucesidn anual del fitoplancton. A corto
plazo (dia 1), las comunidades del bloom (invierno) generalmente presentaron mayor
fotoinhibicién que las comunidades del pre- y post-bloom al ser expuestas a una CSM mas somera,
y el agregado de nutrientes y la RUV generalmente no tuvieron efecto sobre las tasas de inhibicidn
y recuperacion del FSII. Por otra parte, en el transcurso de los dias de experimentacion (dia 5), el
fitoplancton del régimen externo mostré una mayor sensibilidad a la radiacion y sufrié mas dafio
en los centros de reaccién del FSIl, exhibiendo menores valores de NPQ vy ETR,
independientemente del tratamiento (respecto al dia 1). De las 3 variables evaluadas (RUV,
nutrientes e irradiancia) sobre el ETR, solo la irradiancia tuvo un efecto significativo. Asimismo, el
efecto interactivo de las 3 variables en el ETR fue similar a la suma de las variables por separado al
inicio del experimento, mientras que al final se observaron diferencias, actuando de forma
sinérgica durante el bloom (i.e., el efecto interactivo fue mayor que el de la suma de las variables
individuales), y de forma antagénica (i.e., el efecto interactivo fue menor que el de la suma de las
variables individuales) en el resto el afio. Las células nanoplancténicas fueron las dominantes al
inicio de los experimentos, pero luego de 5 dias se observd una mayor proporcién de células mas
grandes (i.e., microplancton), principalmente en aquellos tratamientos que recibieron nutrientes
adicionales y fueron expuestos a una CSM somera, evidenciando una mejor aclimatacion a la

radiacion y aprovechamiento de los nutrientes por parte de las células de mayor tamaiio.
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PARTE 2: Experimentos con comunidades de rio

Radiacion Solar:

Los datos de irradiancia PAR (W m?) observados en cada uno de los experimentos realizados con
comunidades de rio (Fig.3.23) presentaron gran variabilidad a lo largo del afio, con valores ~ 350 W
m™ al mediodia durante primavera y verano, y con valores < 200 W m™ al mediodia durante otofio
e invierno. A su vez, las condiciones de radiacién dentro de cada experimento fueron muy

variables, con algunos dias totalmente soleados y otros con alta cobertura por nubes.
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Fig. 3.23 Irradiancia PAR (W m'z) durante los 5 dias de los distintos experimentos realizados con comunidades de rio.

Clorofila y composicion de las comunidades:

Durante el periodo de estudio se observaron valores bajos de Clor-a, < 5 pg I"* (Fig. 3.24a) con
dominancia de células nanoplanctdnicas, representando ~ 70-80% del total (Fig. 3.24b).

Los Exp 4R y 5R (febrero y abril 2015, respectivamente) estuvieron co-dominados por diatomeas y
flagelados (entre los que se incluyen criptoficeas, crisoficeas flageladas, ademas de otros
flagelados no identificados) (Fig. 3.24c). Los flagelados mas abundantes fueron aquellos del género
Rhodomonas y Ochromonas; por su parte, Cyclotella spp. y Cocconeis placentula dominaron en el
grupo de las diatomeas. Los experimentos 7R y 8R estuvieron dominados por diatomeas
nanoplancténicas, que representaron ~80% del total (Fig. 3.24c) entre las cuales, Cyclotella spp.

fue la mas abundante.
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para las muestras iniciales de los experimentos realizados con comunidades del rio.
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3.3.4 Fotoquimica del FSII:

Ciclos diarios:

Tasas de inhibicion (k) y recuperacion (r):

Si bien los valores absolutos de k fueron mas altos que los de r, por lo general, los experimentos

con mayores k también presentaron mayores r (Figs. 3.25-3.28; Tablas 3.5 y 3.6). En agosto, el

ultimo dia de experimentacion fue un dia lluvioso con muy bajas irradiancias y debido a que los

datos de Y a lo largo del dia solar no siguieron la forma tipica observada en la Fig. 3.3, en algunas

muestras no se pudo calcular k ni r. Por otro lado, los tratamientos expuestos a una CSM somera

(100% Irrad), se inhibieron mas que aquellos expuestos al 25% Irrad, tanto en el dia 1 como en el

5. Sin embargo, las diferencias en las r no fueron tan evidentes entre los distintos tratamientos de

irradiancias hacia el inicio de los experimentos, y se observd interaccion de esta variable con los

nutrientes y calidad de radiacion (Fig. 3.27). Por otra parte, las k fueron similares y las r fueron

generalmente mayores luego de la aclimatacidn, y hacia el dia 5 si se observaron efectos de la

irradiancia.
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Fig. 3.25 Tasas de inhibicidn (k; en min™) en los ciclos diarios de los dias 1 de los experimentos realizados con
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comunidades de rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interacciéon entre variables resulté significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras mindsculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey.
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comunidades de rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resulté significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minudsculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey.
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Fig. 3.27 Tasas de recuperacion (r; en min™) en los ciclos diarios de los dias 1 de los experimentos realizados con
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comunidades de rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interacciéon entre variables resulté significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras mindsculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

segun el test de Tukey.
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Fig. 3.28 Tasas de recuperacion (r; en min~) en los ciclos diarios de los dias 5 de los experimentos realizados con
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comunidades de rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada

experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resulté significativa, y las diferencias entre

tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05)

Tabla 3.5 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la

segun el test de Tukey.

Exp 4R Exp 5R Exp 8R
Dia 5.08* 0,04 32.56%**
Dia x Radiacion 0,18 1,15 1,33
Dia x Nutrientes 1,92 0,82 10.69**
Dia x Irradiancia 1,14 0,01 5.34*
Dia x Radiacion x Nutrientes 0,67 0,25 3,50
Dia x Radiacion x Irradiancia 1,66 0,59 0,22
Dia xNutrientes x Irradiancia 3,66 0,10 0,99
Dia x Radiacion x Nutrientes x Irradiancia 3,83 0,02 3,35

radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en las tasas de inhibicion (k). El nivel de significancia se establecié en un

valor de p < 0.05. Los nimeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ** y *** p < 0.05, p <0.01y

p < 0.001, respectivamente.
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Exp 4R Exp 5R Exp 8R

Dia 0,85 11.97* 22.71%*
Dia x Radiacion 0,21 3,16 0,01
Dia x Nutrientes 36.27*** 12.68** 0,24
Dia xIrradiancia 4,44 14.33** 2,77
Dia x Radiacion x Nutrientes 6.08* 5.25* 0,68
Dia x Radiacion x Irradiancia 3,16 0,23 0,21
Dia x Nutrientes x Irradiancia 5.74* 4.88* 1,01
Dia x Radiacion x Nutrientes x Irradiancia 6.85* 1,13 1,46

Tabla 3.6 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la
radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en las tasas de recuperacion (r). El nivel de significancia se establecié en un
valor de p < 0.05. Los niUmeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ** y *** p < 0.05,p <0.01y

p < 0.001, respectivamente.

Dafio no reparado:

Durante el dia 1, y en la mayoria de los casos, los valores de Ys,-Yinic fueron < 0, lo que implica que
las muestras no lograron recuperarse totalmente y sufrieron un dafo que no pudo ser reparado a
lo largo del dia solar. Este dafio no reparado fue mas marcado en los experimentos de agosto y
octubre pero las respuestas variaron entre los distintos tratamientos y no se observaron patrones
claros entre las variables para los distintos experimentos (Fig. 3.29, Tabla 3.7). Por otra parte,
luego de la aclimatacién, las muestras bajo 25% Irrad, tuvieron generalmente menor dafo no
reparado que aquellas bajo 100% Irrad (Fig. 3.30).

En todos los experimentos, tanto para el dia 1 como para el dia el 5, las muestras expuestas al
100% Irrad tuvieron mayor dafio no reparado a lo largo del dia que las muestras expuestas al 25%
Irrad, para cada tratamiento de nutrientes. Sin embargo, las curvas de los ajustes polindmicos
fueron distintas para ambos dias de experimentacién: Al inicio de los experimentos los ajustes
correspondientes a los tratamientos +Nut siguieron el patréon de la radiacién solar, con una
marcada disminucién en los valores de Yii,-Yinic (i.€., mayor dafio no reparado) hacia el invierno y
un aumento hacia la primavera, sin embargo para los tratamientos Amb la disminucién en los
valores de Yiin-Yinic fue mas leve, con mayor dafio no reparado hacia la primavera (Fig. 3.31). Por su
parte, en el dia 5, los patrones observados fueron los opuestos al dia 1, con un aumento en los
valores de Yiin-Yinic (i.€., menor dafio no reparado) hacia la primavera en los tratamientos Amb,

mientras que los tratamientos +Nut mostraron mayores valores hacia el invierno (Fig. 3.32).
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Fig. 3.29 Diferencias entre los valores de Y al final y al inicio (Yf,-Yinic) de los ciclos diarios correspondientes al dia 1,

calculados para todos los tratamientos de los experimentos realizados con comunidades de rio. Las barras blancas y

azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o

interaccidn entre variables resulto significativa, y las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se

Exp 4R: Feb 15

Exp 7R: Ago 15

indican con distintas letras minusculas, mayusculas o nimeros (p< 0.05) segun el test de Tukey.
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Fig. 3.30 Diferencias entre los valores de Y al final y al inicio (Yin-Yinic) de los ciclos diarios correspondientes al dia 5,

calculados para todos los tratamientos de los experimentos realizados con comunidades de rio. Las barras blancas y

azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o

interaccién entre variables resultd significativa, y las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se

indican con distintas letras mintsculas, mayusculas o nimeros (p< 0.05) segun el test de Tukey.
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Fig. 3.31 Valores de Y5,-Yinic correspondientes a los ciclos diarios del dia 1 para todos los experimentos realizados con

comunidades de rio. Los simbolos sin y con relleno corresponden a los dos tratamientos de calidad de radiacion (PAB y P

respectivamente), mientras que los circulos y cuadrados corresponden a los dos tratamientos de nutrientes (Amb y

+Nut, respectivamente). Los simbolos azules y rosa corresponden a los dos tratamientos de irradiancia (100% y 25%

respectivamente). Las curvas continuas rosa y azul corresponden a ajustes polinémicos de los datos correspondientes al

25% y 100% de irradiancias con concentracién Amb, respectivamente, mientras que las curvas con lineas discontinuas

rosa y azul corresponden a ajustes polindmicos de los datos correspondientes al 25% y 100% de irradiancias con
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concentracion +Nut, respectivamente. Ademas se incluyeron los datos de irradiancia solar PAR (W m™).
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Fig. 3.32 Valores de Y,-Yinic correspondientes a los ciclos diarios del dia 5 para todos los experimentos realizados con

comunidades de rio. Los simbolos sin y con relleno corresponden a los dos tratamientos de calidad de radiacion (PAB y P

respectivamente), mientras que los circulos y cuadrados corresponden a los dos tratamientos de nutrientes (Amb y

+Nut, respectivamente). Los simbolos azules y rosa corresponden a los dos tratamientos de irradiancia (100% y 25%

respectivamente). Las curvas continuas rosa y azul corresponden a ajustes polindmicos de los datos correspondientes al

25% y 100% de irradiancias con concentracién Amb, respectivamente, mientras que las curvas con lineas discontinuas

rosa y azul corresponden a ajustes polinémicos de los datos correspondientes al 25% y 100% de irradiancias con

. s . . . . . . -2
concentracion +Nut, respectivamente. Ademas se incluyeron los datos de irradiancia solar PAR (W m™).
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Exp 4R Exp 5R Exp 7R Exp 8R
Dia 65.30%** 0,01 167.46%** 19.25%**
Dia x Radiacion 0,29 1,97 4,07 0,48
Dia x Nutrientes 0,17 1,44 34.77*** 21.00***
Dia x Irradiancia 5.95* 1,81 0,41 0,20
Dia x Radiacion x Nutrientes 141 0,33 3,58 0,52
Dia x Radiacion x Irradiancia 2,81 5.66* 0,08 0,12
Dia x Nutrientes x Irradiancia 0,31 0,14 0,59 0,15
Dia x Radiacion x Nutrientes xIrradiancia 0,43 0,99 0,24 0,33

Tabla 3.7 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la

radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en el dafio no reparado (Ysn-Yinic)- El nivel de significancia se establecié en

un valor de p < 0.05. Los nimeros representan los valores del estadistico F y los asteriscos *, ** y ¥** p < 0.05, p <0.01y

Quenching no fotoquimico (NPQ):

p < 0.001, respectivamente.

El patrédn de NPQ para los experimentos con comunidades del rio fue de un aumento al mediodia,

y luego una disminucidn hacia la tarde-noche (Figs. 3.33 y 3.34). En ambos dias (dias 1y 5), las

muestras bajo 25% Irrad presentaron valores de NPQ menores que aquellas que bajo el 100%

Irrad. Al inicio de los experimentos, y para la mayoria de los casos, las muestras expuestas al

tratamiento PAB disiparon mayor cantidad de energia en forma de calor que las muestras bajo el

tratamiento P (Fig. 3.33). Por otro lado, en el dia 5, las muestras bajo el tratamiento Amb tuvieron

valores de NPQ mayores que las +Nut, para la misma calidad y cantidad de radiacién (Fig. 3.34).
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Exp 4R: Feb 15

Exp 7R: Ago 15
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Fig. 3.33 NPQ en los ciclos diarios del dia 1 de los experimentos realizados con comunidades de rio. Los simbolos blancos

y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Los circulos corresponden a los tratamientos de

concentracidn de nutrientes ambiente (Amb), mientras que los cuadrados corresponden a tratamientos con agregado

adicional de nutrientes (+Nut).
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Fig. 3.34 NPQ en los ciclos diarios del dia 5 de los experimentos realizados con comunidades de rio. Los simbolos blancos

y azules corresponden a los tratamientos PAB y P, respectivamente. Los circulos corresponden a los tratamientos de

concentracion de nutrientes ambiente (Amb), mientras que los cuadrados corresponden a tratamientos con agregado

adicional de nutrientes (+Nut).
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Tasa de transporte electronico del FSII:

Los ETR; de los ciclos diarios al inicio del experimento y luego de la aclimatacién (Figs. 3.35y 3.36,

Tabla 3.8) fueron significativamente mayores bajo 100% Irrad respecto a aquellos que recibieron el

25% Irrad, aunque en algunos casos también se observaron diferencias entre tratamientos de

nutrientes o de calidad de radiacién. En los casos que se observaron diferencias en el ETR,; entre

tratamientos de nutrientes, aquellos que recibieron nutrientes adicionales mostraron menores

valores que los expuestos a la concentracién del ambiente. Por otro lado, dentro de cada

experimento, los ETR,,; fueron, generalmente, similares al inicio y al final para cada tratamiento.
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Exp 7R: Ago 15
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Fig. 3.35 Tasa de transporte electrdnico integrada - ETR,; (en mol electrones m’z) en los ciclos diarios de los dias 1 de los

experimentos realizados con comunidades del rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P,

respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccidn entre variables resulté significativa, y las

diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras minusculas, mayusculas o

numeros (p < 0.05) segun el test de Tukey.

105



Dia 5 100% Irrad 25% Irrad 100% Irrad 25% Irrad

15 - 15 - 53
A _B _C _C Nubdr - b a b a ¢ ¢ ¢ cRadr )

| I . | ;EAB N
| I A'n AN A |8

Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut Amb + Nut

-
N

Exp 4R: Feb 15
ETR,, (mol fotones m?)
o w o o
o w o ©

S 15 15
1 2 1 2 Nut ba bob 66 ©©

12 b a b a ¢ ¢ ¢ cRadxm 12 RadxNutxlrr

Amb +Nut | Amb +Nut Amb  + Nut Amb + Nut

Exp 7R: Ago 15
ETR,, (mol fotones m™
Exp 8R: Oct 15

Fig. 3.36 Tasa de transporte electrénico integrada - ETR,; (mol electrones m'z) en los ciclos diarios de los dias 5 de los
experimentos realizados con comunidades del rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y P,
respectivamente. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resultd significativa, y las

diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras mindsculas, mayusculas o

numeros (p < 0.05) segun el test de Tukey.

Exp 4R Exp 5R Exp 7R Exp 8R

Dia 43.12%** 173.82*** 3207.63*** 4,42

Dia x Radiacion 6.95* 16.21*** 16.73*** 2,25
Dia x Nutrientes 19.45%** 6.43*% 4,10 10.10**
Dia x Irradiancia 19.17%** 119.90%** 953.67*** 7.96*
Dia x Radiacion x Nutrientes 7.88* 6.15* 0,20 1,83
Dia x Radiacion x Irradiancia 6.68* 19.438*** 11.79** 1,44
Dia x Nutrientes x Irradiancia 17.31%** 0,24 1,15 25.92%**
Dia x Radiacion x Nutrientes xIrradiancia 8.64** 3,86 0,02 2,29

Tabla 3.8 Resultados de ANOVA de tres vias de medidas repetidas para los efectos individuales e interactivos de la
radiacion, nutrientes e irradiancia entre dias en las tasas de transporte de electrones (ETR). El nivel de significancia se
establecio en un valor de p < 0. 05. Los nimeros representan los valores del estadistico Fy los asteriscos *, ** y ***

p <0.05,p<0.01yp<0.001, respectivamente.

Efectos sobre la tasa de transporte electrénica integrada:

Las variables individuales Rad y Nut tuvieron un efecto casi nulo sobre la ETR;,; de las comunidades
de rio para ambos dias de experimentacion. Por el contrario, el efecto individual de Irrad fue el
mas importante sobre ETR;,, con valores superiores al 250% tanto para el dia 1 como el 5 (Fig.
3.37a, b). Ademads, se compararon los efectos interactivos de las tres variables (Rad x Nut x Irrad)

respecto de la suma de los efectos individuales (Rad + Nut + Irrad) (Fig. 3.37c, d) y tanto para los
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ciclos diarios del dia 1 (a excepcion de octubre) como para los del dia 5, el efecto interactivo triple
fue significativamente menor al de la suma de los efectos de las variables por separado (Fig. 3.37c,

d).
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Fig. 3.37 (a, b) Efectos individuales (Rad, Nut, Irrad) (%), (c, d) Efectos triples interactivos (Rad x Nut x Irrad; circulos) y
suma de los efectos individuales (Rad + Nut + Irrad; triangulos) (%), a lo largo del periodo de estudio para los ETR,,; de los
dias 1y 5, respectivamente. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el efecto interactivo y la suma de los

efectos individuales (p < 0.05)

3.3.5 Crecimiento, cambios en la estructura de tamanos y composicion especifica de las
comunidades:

Las concentraciones iniciales de células variaron entre 0.2-0.5 x 10* cel mlI™ (Fig. 3.38). A lo largo de
los 5 dias de experimentacion, en todos los microcosmos se observé un aumento en la abundancia
de células, con mayores concentraciones en los tratamientos que contenian nutrientes adicionales
(Fig. 3.38). El aumento en la concentraciéon de células fue especialmente notable en el
experimento de verano (febrero) alcanzando valores superiores a 1 x 10° cel ml™ para algunos

tratamientos.
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Fig. 3.38 Abundancia de células (x 10" cél ml™) al inicio, y para cada uno de los tratamientos al final de los 4
experimentos realizados con comunidades de rio. Para cada experimento, se indica qué variable o interaccién entre
variables resulté significativa, y las diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas

letras mindsculas, mayusculas o nimeros (p < 0.05) segun el test de Tukey.

Las tasas de crecimiento pice (Fig. 3.39) Y Lcor-o fueron similares y siguieron el mismo patrén, por lo
que solo se muestran las primeras. Los tratamientos Amb mostraron menores e que los +Nut y
se observé, en algunos casos, interaccion con la calidad de radiacidon. En todos los experimentos,
las células nanoplanctdnicas dominaron tanto al inicio como al final de cada uno (Fig. 3.40),
representando > 70% del total. Si bien hubo pequefias variaciones en los porcentajes de tamafios

entre los tratamientos al finalizar los experimentos, estas no fueron significativas.
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Fig. 3.39 Tasas de crecimiento en funcién de la abundancia de células (dl'a'l) calculadas para todos los tratamientos de

los experimentos realizados con comunidades de rio. Las barras blancas y azules corresponden a los tratamientos PAB y
P, respectivamente.Para cada experimento, se indica qué variable o interaccion entre variables resulté significativa, y las

diferencias entre tratamientos dentro de cada experimento se indican con distintas letras mintsculas, mayusculas o

numeros (p < 0.05) segun el test de Tukey.
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Fig. 3.40 Proporcidn relativa (%) de nano- y microplancton para cada uno de los tratamientos al inicio y al final de los

experimentos realizados con comunidades de rio.
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Al inicio de los experimentos generalmente dominaron las diatomeas, aunque en algunos casos se
observé co-dominancia con flagelados (Fig. 3.41). Luego de 5 dias de aclimatacidn, se observaron
algunos cambios en las proporciones relativas de cada grupo, pero generalmente las muestras que
pertenecian al mismo tratamiento de calidad de radiacién y nutrientes tenian también una
composicion taxondmica similar, independientemente del tratamiento de irradiancia recibido (Fig.
3.41). Dentro del grupo de las diatomeas, en todos los experimentos las mas abundantes fueron
las céntricas pertenecientes al género Cyclotella spp., aunque también se encontraron otras
especies tales como Aulacoseira granulata, Cocconeis placentula, Navicula spp. y Nitzschia spp.
Dentro de los flagelados (entre los que se incluyen criptoficeas, crisoficeas, ademas de otros no
identificados), los mas abundantes fueron aquellos del género Rhodomonas y Ochromonas. Por
otra parte, dentro del grupo de las cloroficeas, Monoraphidium spp., Chlorella spp. y Scenedesmus

spp. fueron las mas representativas.
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Fig. 3.41 Proporcidn (%) (basado en la abundancia) de los diferentes grupos fitoplancténicos al inicio y al final de los

experimentos realizados con comunidades de rio.
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3.3.6 Resumen

Las comunidades del régimen interno tuvieron tasas de inhibicién y recuperacion similares a lo
largo del afo. Tanto a corto como a largo plazo, la fotoinhibicidn fue mayor en los tratamientos
expuestos a una capa mas somera (100% Irrad) que aquellos expuestos al 25% Irrad, mientras que
el agregado de nutrientes y la RUV generalmente no tuvieron efecto. Por otra parte, al inicio de los
experimentos las muestras que recibieron el espectro completo de radiacién disiparon mayor
cantidad de energia como calor que aquellas que recibieron sélo irradiancias PAR. Al final, no se
observo efecto de RUV pero si de los nutrientes, con mayor disipacién de energia como calor para
las muestras del tratamiento ambiente. Con respecto al ETR se registraron mayores valores para
las muestras expuestas al 100% de irradiancia y ademas, los ETR fueron similares al inicio y al final
de los experimentos. Al evaluar el efecto individual de las 3 variables (RUV, nutrientes e
irradiancia) sobre el ETR, solo la irradiancia tuvo un efecto significativo. Por otra parte, el efecto
interactivo de las 3 variables en el ETR fue menor a la suma de las variables por separado tanto al
inicio como al final de los experimentos. Por ultimo, en todos los experimentos se observo
aumento en la abundancia de células hacia el final, para todos los tratamientos. Ademas, las
comunidades de rio fueron dominadas por células nanoplancténicas tanto al inicio como hacia el
final de los experimentos, generalmente sin cambios en la proporcion de tamafios y grupos

taxondmicos.

3.4 Discusion:

Las distintas respuestas que experimentan los organismos fitoplancténicos a lo largo del afio
estan, en gran medida, relacionadas con los cambios en la composicién de las comunidades, que a
su vez estan asociadas a las condiciones ambientales. Algunos estudios han demostrado que existe
dependencia entre el tamafio celular y la inhibicidn fotosintética (Laurion y Vincent, 1998, Helbling
et al., 2001a) y que si bien hay variabilidad en las respuestas, las células pequefias son en general
mas resistentes a la RUV que las células grandes, debido a una mads rapida velocidad de
aclimatacidon gracias a su mayor relacion superficie / volumen (Villafafie et al., 2004). Esto
concuerda con los resultados observados en los experimentos aqui presentados para las
comunidades del régimen externo, donde las células microplanctonicas que dominaron en el
periodo del bloom fueron las mds inhibidas y mostraron mayor dafio no reparado a lo largo del dia

(Figs. 3.6, 3.7, 3.10-3.13).
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Ademas de que la variabilidad en las respuestas fotoquimicas a lo largo del afio pueda explicarse
por las diferencias en la composicion taxondmica de las comunidades (ya que las respuestas a la
RUV, cambios en la CSM y/o las condiciones de nutrientes tienen un importante componente
especie-especifico (Hader et al.,, 2011)), éstas también parecen estar relacionadas con diversas
condiciones fisioldgicas. Un ejemplo de dichas condiciones variables es aquella que ocurre por
cambios en la CSM, tal como ocurre en la zona de estudio. Durante el periodo de verano, las
células estan aclimatadas a altos niveles de radiacién (Fig. 3.4), como lo indican los valores
absolutos mas bajos de k en el dia 1 de experimentacién (Fig. 3.6) y los valores de Ygn-Yinic mas
cercanos a 0 (Figs. 3.10, 3.12); por el contrario, y durante el inicio de la floracion (Exp 6 y 7, Fig.
3.5a), las células estan aclimatadas a las bajas irradiancias (Fig. 3.4) caracteristicas del invierno,
mostrando mayores inhibiciones (Fig. 3.6) y valores mas negativos de Y¢,-Yinic (Figs. 3.10, 3.12). En
la primavera, y a pesar de que la irradiancia en la superficie es alta (Exp 8; Fig. 3.4), las células
parecen estar aclimatadas a irradiancias relativamente bajas debido a la mezcla profunda que
ocurre en esa época del aio como resultado de los fuertes vientos (Fig. 3.6, 3.10, 3.12; Villafaiie et
al., 2004; Bermejo et al., 2018). Sin embargo, en las condiciones experimentales, el fitoplancton se
expuso a niveles de radiacién mas altos, ya que los microcosmos se colocaron bajo una pelicula
fina de agua y no se mezclaron dentro de una CSM. Por lo tanto, las células no experimentaron
regimenes de radiacion fluctuante tal como se encontraban en las condiciones naturales. Asi, los
microcosmos correspondientes al tratamiento 100% Irrad se incubaron en una CSM muy poco
profunda, recibiendo altos niveles de radiacién (como se espera en un escenario futuro de cambio
global), lo cual seria responsable de los valores altos de inhibicién. Una situacién similar ocurrié
con las muestras de los experimentos de junio y agosto (inicio de la floracidn y floracidn), ya que
las muestras estaban aclimatadas a condiciones de baja radiacién (debido a bajos niveles de
radiacidn solar en el invierno) e inmediatamente se expusieron a niveles de radiacion mas altos
debido al set-up experimental. Las comunidades de invierno estan dominadas principalmente por
diatomeas, que poseen frustulos de silicio con cualidades dpticas similares al cuarzo, y por lo
tanto, son altamente transparentes a la RUV, lo que permite que estas longitudes de onda
alcancen el ADN celular y lo dafien (Karentz et al., 1991). Por lo tanto, la aclimatacidn a bajas
irradiancias, junto con células altamente transparentes a la radiacion se traduce en una mayor
sensibilidad a la RUV (Llabrés y Agusti, 2010). Esto explica, en parte, la inhibicion observada en
estos experimentos y las diferencias mds acentuadas entre los tratamientos expuestos al 25% Irrad

y 100% Irrad, donde en estos ultimos la inhibicion fue mayor. Por otra parte, la mayor inhibicién
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observada al inicio de los experimentos pueden deberse a que los procesos de aclimatacion
tomarian mas tiempo (Van de Poll y Buma, 2009) y no se ven reflejados en las mediciones
realizadas en los ciclos diarios correspondientes al dia 1. Sin embargo, luego de 5 dias de
aclimatacién a las nuevas condiciones, generalmente no se observaron cambios evidentes, como
menores tasas de inhibicion ni mayores tasas de recuperacion (Figs. 3.7, 3.9). Esto coincide con
otros estudios realizados en zonas costeras de Canadd, donde se vio que, a medida que los
nutrientes se volvieron limitantes dentro de los microcosmos (i.e., comparando los dias 1y 5,
independientemente de si se trataba del tratamiento Amb o +Nut), el fitoplancton mostré una
mavyor sensibilidad a la radiacién y sufri6 mas dafio en los centros de reaccién del FSII (Bouchard et
al., 2008), como efectivamente ocurrio en los experimentos aqui descriptos. Por otra parte, si bien
los valores de irradiancias PAR durante los periodos experimentales se encontraron dentro de los
valores previamente determinados para el area (Helbling et al., 2005; 2010) durante el periodo de
abril a noviembre de 2015 se observé una mayor relacion RUV-B/RUV-A respecto a afios
anteriores, y durante los meses de agosto a noviembre se registraron ademas menores valores en
la concentracion de O; estratosférico (datos no mostrados); por lo tanto, las muestras durante
este periodo podrian haber estado expuestas a niveles de radiacién comparativamente mas altos
que los habituales, especialmente en el rango de RUV-B.

Por otro lado, no hubo generalmente un efecto del aumento de nutrientes sobre el FSll en el dia 1
de los experimentos (Figs. 3.6, 3.8, 3.12), y esto estd relacionado con el hecho de que las especies
necesitan tiempo para aclimatarse a las nuevas condiciones experimentales. Asimismo, hacia el
final de los experimentos, si bien en muchos de éstos empezd a observarse un efecto de los
nutrientes, y en algunos casos interactuando con la calidad y cantidad de radiacidn, no se
observaron patrones claros en los valores de k y r. Esto ya fue visto en diversos trabajos, donde el
efecto conjunto de la RUV y el incremento de nutrientes tienen resultados muy variables: Algunos
estudios muestran un mejor rendimiento de FSIl (Marcoval et al., 2007; Harrison y Smith, 2013),
otros autores reportan una mayor sensibilidad a la RUV en condiciones de alta concentracion de
nutrientes (Ogbebo y Ochs, 2008), mientras que en otro estudio se evidenciaron ain mas los
efectos de la RUV cuando los nutrientes eran limitantes (Carrillo et al., 2008). Por otra parte,
también se ha observado que el efecto perjudicial del exceso de radiacién puede depender no
tanto de la disponibilidad de nutrientes externos, sino también del estado nutricional previo que
poseian las células (Korbee et al., 2012). Para la zona de estudio, la concentracion de nutrientes

(PO,* y NO, + NO3) generalmente es mas alta durante el periodo anterior y al inicio de la floracién
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(datos no mostrados, Helbling et al., 1992). Por el contrario, durante la primavera, luego de la
floracién, los nutrientes (principalmente N) por lo general se agotan, y la disminucién en la tasa
fotosintética sugiere una mayor sensibilidad a la RUV solar para esta comunidad. Sin embargo,
aunque en el invierno las concentraciones de nutrientes son mayores que en el resto del afo
(datos no mostrados), las menores tasas fotosintéticas observadas para esta comunidad se
podrian explicar también por variaciones en las concentraciones de los distintos tipos de
nutrientes (es decir, cambios en la relacion C:N:P particulado de las algas (aunque no fueron
evaluadas en esta Tesis), que a su vez podrian limitar el crecimiento del fitoplancton a lo largo del
afio), y a las diferencias especie-especificas en los mecanismos de reparacién y proteccion hacia la
RUV (Xenopoulos y Frost, 2003).

Existen dos mecanismos empleados por el fitoplancton para hacer frente a la exposicidén a la RUV,
la fotoproteccion y la fotorreparacidon. El fitoplancton puede utilizar mecanismos de
fotorreparacion, ya sea exclusivamente, o asociados a los mecanismos de fotoproteccion o a
mecanismos de reparacién, tales como la reparacion por escisién de nucledtidos (Karentz et al.,
1991). Se ha demostrado que el dafio del material genético (ADN) debido a la RUV, ocurre como
consecuencia de la formacion de CPDs (cyclobutane pyrimidine dimers) (Karentz et al., 1991; Buma
et al., 1997); la fotorreparacidn, por su parte, es un proceso dependiente de la temperatura, ya
gue esta asociado a la actividad enzimdtica, y por lo tanto, es menos efectivo a bajas temperaturas
(Bouchard et al., 2006). Si bien los dafios en el ADN y la inhibicién fotosintética son producidos
sobre blancos celulares relativamente independientes (i.e., el ADN y el aparato fotosintético), se
puede inferir que existen mecanismos que afectan ambos procesos simultdneamente (Helbling et
al., 2001b). Por consiguiente, se podria pensar que las bajas temperaturas del agua registradas en
invierno afectarian los procesos de reparacion del ADN de las comunidades de este periodo
(coincidentes con el bloom), y esto estaria relacionado con los mayores valores absolutos de k
(Figs. 3.6, 3.7) y mayor dafo no reparado en la fotosintesis (Figs. 3.10, 3.11), junto con menores
valores de ETR para estas comunidades (Figs. 3.16, 3.17). A su vez, la disminucidn de la eficiencia
fotoquimica observada en muestras expuestas en una CSM somera (Figs. 3.10-3.13), también
puede estar asociada a estos procesos, coincidiendo con un estudio realizado por Helbling et al.
(2001a) en una zona costera cercana al area de estudio, donde se registré que el dafio de la RUV
sobre las células era mayor cuando las muestras eran incubadas a menores profundidades.

Por otro lado, los mecanismos de fotoproteccion no dependen de la temperatura y por ejemplo, la

sintesis de compuestos fotoprotectores (MAAs o carotenoides) puede estar asociada a la
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disponibilidad de nutrientes (Litchman et al., 2002), principalmente N (Sommaruga, 2010). Para
prevenir el daio, algunas especies de fitoplancton sintetizan estos compuestos, y su concentracion
esta correlacionada positivamente con el nivel de exposicion a la RUV (Sommaruga y Garcia-Pichel,
1999; Laurion et al., 2002). Las células microplanctdnicas (especialmente las diatomeas céntricas)
son las sintetizadoras mas comunes de compuestos que absorben RUV (MAAs) (Helbling et al.,
1996), en cambio, las células pequefias (nanoplancton) generalmente no contienen tales
compuestos debido al elevado costo de energia que implicaria su sintesis (Garcia-Pichel, 1994). Si
bien en este estudio no se cuantificd la concentracién de compuestos fotoprotectores, algunos
estudios previos llevados a cabo en el area de estudio (Villafafie et al., 2004) no detectaron
cantidades significativas de ellos en ninguna de las comunidades estudiadas a lo largo del afio.
Otros mecanismos de fotoproteccidn incluye el quenching no fotoquimico (NPQ), que consiste en
la regulacién de la absorcién de radiaciéon para proteger al FSIl contra el exceso de la misma
mediante la desactivacion de moléculas de Clor-a excitada por conversidn interna al estado
fundamental, es decir, por disipacidon de calor. En condiciones de altas irradiancias o de baja
temperatura se produce un desequilibrio energético entre las reacciones fotoquimicas, el
transporte electrdnico y el metabolismo, lo que conduce a una mayor presién de excitacién de FSII
(Derks et al., 2015). Esta mayor presidén de excitacion se evidencié en los altos valores de NPQ al
inicio del experimento, sobre todo en muestras expuestas al tratamiento de 100% Irrad (Fig. 3.14).
Los altos valores de NPQ en todos los experimentos, se encuentran cominmente en especies
estuarinas, debido al campo luminico altamente dindmico al que estan expuestas (Goss y Jakob,
2010). Sin embargo, hacia el final de los experimentos, se observé en algunos casos, una
disminucion de los valores de NPQ en muestras enriquecidas con nutrientes (Fig. 3.15), lo cual
concuerda con trabajos que muestran que el cambio en la regulacién del NPQ puede verse
asociado al estado nutricional de las células (Staehr et al., 2002).

A pesar de las mayores tasas de inhibicién junto con altos valores de NPQ en los tratamientos
expuestos a una CSM somera, los experimentos mostraron que los ETR (Figs. 3.16, 3.17) fueron
superiores en estos tratamientos; debido a que el ETR depende de la irradiancia PAR a la que estan
expuestas las células (Ecuacidn 3.6), y estas muestras recibieron irradiancias 4 veces superiores a
las muestras expuestas a una CSM mas profunda (25% Irrad). Sin embargo, si bien los ETR,,; fueron
inferiores en estos ultimos, los valores de ETR no se redujeron en forma equivalente, sino que en
algunos casos se redujeron al tercio o a la mitad. Ademas, debido a la relacién directa entre ETR y

la radiacion, y debido a los mayores Y observados en los experimentos de verano, es de esperar
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que los ETR fueran mayores en estos experimentos respecto a las otras estaciones. Como ya se
menciond, las condiciones de altas irradiancias (caracteristicas del verano, o aquellas como las
impuestas en la CSM somera-100% Irrad) o la baja temperatura (caracteristica del invierno)
conducen a una mayor presion de excitacién de FSIl. En una escala de tiempo corta (minutos), el
fitoplancton puede aclimatarse para compensar la exposicién a una alta presién de excitacién del
FSII reduciendo la eficiencia de transferencia de energia, ya sea desviando energia del FSIl al FSI a
través de estados transitorios, o disipando el exceso de energia en forma de calor (NPQ). En una
escala de tiempo mas larga (dias), la aclimatacion fotosintética a la alta presidn de excitaciéon del
FSIl puede ocurrir como consecuencia de una reduccién en el tamafio de la antena del FSII (HUner
et al., 1998). Estos mecanismos producen cambios en el fotosistema, lo que reduciria la eficiencia
fotosintética y el ETR. En concordancia con esto, se observaron menores valores de ETR,, (Fig.
3.17) durante el ultimo dia de los experimentos, coincidiendo con menores valores de NPQ.

Por otra parte, el agregado de nutrientes no se tradujo en mayores abundancias ni tasas de
crecimiento (Figs. 3.19, 3.20), lo cual podria deberse a la baja relacién N:P adicionada, o a que la
escala temporal y el momento en que los nutrientes son recibidos en el medio condicionan el
crecimiento y los cambios en la biodiversidad (Helbling et al., 2005; Marcoval et al., 2007). En este
ultimo trabajo particularmente se vio que si el pulso de nutrientes y la exposicién a la radiacion
(como podria ocurrir en una menor CSM) coincidian, la utilizacidon de nutrientes no era tan efectiva
para el crecimiento, y parte de la energia era utilizada en el proceso de aclimatacidn a la radiacion,
disminuyendo asi las tasas de crecimiento. Por ultimo, la utilizacién de nutrientes, con el posterior
crecimiento de la célula, depende del tamafio celular y favorece a las células pequefias debido a su
mayor relacion superficie / volumen (Reynolds y Walsby, 1975), y ésto coincide con los resultados
obtenidos en estos experimentos, donde tanto al inicio como al final, los tratamientos Amb
estuvieron dominados por células nanoplactdnicas (principalmente flagelados) mientras que, en
los tratamientos +Nut, las células mas grandes comenzaron a tomar ventaja de ellos,
principalmente diatomeas (Figs. 3.21, 3.22). A su vez, las diferencias en las tasas de crecimiento
observadas a lo largo del afo, pueden deberse a la aclimatacién a la radiacién o a diferencias en
los factores fisicoquimicos, tales como la temperatura, nutrientes, entre otros (Doyle et al., 2005).
Por ultimo, se debe considerar que en estos experimentos se elimind el zooplancton, los cuales
ejercen una presién diferencial sobre el fitoplancton dependiendo del tipo de tamafio de los
mismos, los cuales afectardan en mayor o menor medida a los distintos tamafios de las células

fitoplanctdnicas.
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Si bien este Capitulo se centrd principalmente en el estudio de las comunidades del régimen
externo, también se trabajé con comunidades provenientes del régimen interno del estuario del
rio Chubut para poder asi realizar una comparacion entre las mismas: por un lado, el régimen
externo (marino) es mas transparente que el interno (rio), con coeficientes medios de atenuacién
Kear que varian a lo largo del afio entre 1-2 m™ y 4-6 m™ para el agua de mar y rio,
respectivamente; mientras que la diferencia entre los coeficientes de atenuacidn
correspondientes a la RUV (Kyy) entre estos dos cuerpos de agua es alin mas pronunciada (Helbling
et al.,, 2010). Estas diferencias en la penetracion de la radiacion para ambos ambientes haria
pensar que las comunidades fitoplanctdnicas marinas estan aclimatadas a intensidades luminicas
mas altas y, por lo tanto, podran contrarrestar de manera mas efectiva los efectos negativos de la
RUV y de las mayores intensidades de PAR al ser expuestas en una CSM somera (100% Irrad),
mientras que las comunidades de rio, al estar aclimatadas a bajas condiciones de radiacién, seran
mas sensibles. Sin embargo, las ky r (y por lo tanto el dafio no reparado a lo largo del dia) al inicio
y al final de los experimentos fueron bastante similares para ambas comunidades (Figs. 3.6-3.13,
3.25-3.32). Esto podria comprenderse teniendo en cuenta que la zona Patagdnica estd expuesta
constantemente a fuertes intensidades de vientos (Helbling et al., 2005), por lo cual las células de
ambos extremos del estuario en su ambiente natural estan constantemente circulando dentro de
la CSM. Sin embargo, la topografia del fondo tiene un efecto significativo en la profundidad de la
CSM, ya que aunque el kppr €n el régimen interno del estuario es mas alto (~4m™), la profundidad
es menor (1m) y esto provocaria que las células de fitoplancton estén expuestas a irradiancias
medias similares a las del régimen externo, que posee menores kpar (~1 m™) pero CSM mucho mds
profundas (6 m) (Helbling et al., 2015a). Sin embargo, como la RUV se atenta mucho mas rapido
en las aguas del régimen interno, sus comunidades estarian menos aclimatadas a altos niveles de
radiacidon para estas longitudes de onda, y ésto podria traducirse en las mayores k para los
tratamientos PAB al inicio del experimento, principalmente en los expuestos a 100% Irrad (Fig.
3.25), junto con mayores valores de NPQ (Fig. 3.33). Por otra parte, en los experimentos con
comunidades del rio, el NPQ fue generalmente mayor en el dia 1 que en el 5 (Figs. 3.33, 3.34),
haciéndose mas evidente esta disminucién hacia el final de los experimentos en los tratamientos
+Nut. Estos resultados coinciden con estudios realizados en un estuario en el sur de Brasil
(Villafafie et al., 2014), donde se encontraron valores mds altos de NPQ al comienzo del
experimento (es decir, en células no aclimatadas) o en condiciones menos favorables (es decir,

concentracién de nutrientes ambiente en comparacion con la adicidon de ellos) después de unos
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dias de aclimatacion. Al evaluar los ETR relativos e integrados de las comunidades de rio se
observaron, al igual que para los experimentos con comunidades de mar, valores mayores en los
experimentos de verano y primavera coincidente con mayores irradiancias y dosis solares (Figs.
3.35, 3.36). Sin embargo, a diferencia de las comunidades marinas, y hacia el final de los
experimentos, en las de rio no se observo reduccidn en los ETR (a excepcion del experimento de
invierno que mostré muy bajas dosis de radiacion hacia el ultimo dia). Estos resultados sugieren
que las comunidades de rio se aclimataron mejor a las nuevas condiciones impuestas, y ademas
presentaron mayores tasas de crecimiento y abundancias al final de los (Figs. 3.38, 3.39). Esto
ocurre porque las comunidades del régimen interno estuvieron dominadas siempre por células
pequefias nanoplanctdnicas, lo que les confiere ventajas en la captacién de luz y nutrientes debido
a su mayor relacién superficie/volumen (Reynolds et al., 1997), tal como ocurre al comparar los
distintos tratamientos en los experimentos realizados con comunidades marinas.

Al evaluar el efecto individual de las variables estudiadas (i.e., radiacion, nutrientes e irradiancias)
en todos los experimentos, el efecto de la irradiancia (i.e., la disminucién de la profundidad de la
CSM) fue el mas importante, mientras que la RUV y la adicion de nutrientes no afectaron al ETR.
Por otro lado, al evaluar el efecto combinado de las tres variables, las respuestas del fitoplancton
marino mostraron respuestas muy variables a corto plazo y luego de la aclimataciéon a las nuevas
condiciones que se esperarian en un escenario de cambio global (Fig. 3.18c, d). Generalmente el
efecto interactivo fue similar a la suma de las variables por separado al inicio del experimento,
mientras que al final se observaron diferencias, actuando de forma sinérgica durante el bloomy de
forma antagodnica en el resto el afio. Estas respuestas diferenciales a lo largo del afio podrian estar
asociadas a la distinta composicién especifica de las comunidades, asi como también a las distintas
concentraciones de nutrientes que condicionan el estado nutricional de las células, o a las distintas
temperaturas del agua a lo largo del afio. Las bajas temperaturas del agua registradas durante el
bloom podrian incluso afectar los procesos de reparacion del dafio en el ADN producido por la
RUV y ésto, junto con una mayor irradiancia solar recibida al exponer a las células a una CSM
somera, podria asociarse a mayor dafio no reparado a lo largo del dia en el Y, junto con menores
ETR. Por otro lado, hacia el final de los experimentos, luego de la aclimatacion a las nuevas
condiciones que se esperarian en un escenario de cambio global, en la mayoria de los
experimentos con comunidades marinas (a excepcién de junio y agosto), se observé un efecto
antagonico de la interaccidon de las 3 variables (Rad x Nut x Irrad) en el ETR (Fig. 3.18d). Esto puede

deberse a que luego de varios dias las células pueden aclimatarse a las nuevas condiciones,
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ocurriendo para ello, ciertos cambios en el fotosistema, como por ejemplo degradacién de los
pigmentos o reduccién de la antena del FSII (Hiner et al., 1998), reduciendo la eficiencia
fotosintética y el ETR. Por otra parte las comunidades de rio tuvieron comportamientos similares
al inicio y al final del experimento y a lo largo del afio, mostrando antagonismo entre las variables,
donde el efecto interactivo no fue beneficioso para el fitoplancton (Fig. 3.37c, d).

Los experimentos en donde se evaltan 3 variables de forma conjunta son bastante complejos
debido a la variabilidad de respuestas y a veces resulta dificil encontrar patrones claros que
permitan obtener conclusiones generales. Sin embargo, es evidente que en un escenario futuro de
cambio global, la disminucién en la profundidad de la CSM sera un factor clave tanto para las
comunidades marinas como las de rio, a lo largo del afio. Esta mayor estratificacidon asociada a una
capa mas somera perjudicara a las células fitoplanctdnicas causando mayor fotoinhibicidén vy
disminucion en la tasa de transporte de electrones del FSIl, mientras que el agregado de
nutrientes y la RUV no mostrarian efectos tan marcados para contrarrestarlos. Ademas las
comunidades de fitoplancton se veran afectadas de manera diferencial a lo largo del afio, con una
mejor aclimatacion por parte de las comunidades de rio, mientras que las marinas, principalmente
en invierno, seran las mas perjudicadas debido a la menor temperatura del agua y a la mayor
abundancia de células microplancténicas con una alta proporcién de diatomeas. Este estudio
resalta entonces, la importancia de evaluar el efecto conjunto de estas variables asociadas al
cambio global, aunque también se deberian considerar las repercusiones en niveles tréficos

superiores.
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Capitulo 4:

Efecto de la radiacion solar
fluctuante sobre el fitoplancton del
estuario del rio Chubut, bajo

condiciones de cambio global
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Este capitulo es una traduccion del trabajo que se encuentra en preparacién para ser enviado a la
revista Journal of Experimental Marine Biology and Ecology: Bermejo, P., C. Duran-Romero, V.E.
Villafaiie y E.W. Helbling. 2019. Effect of fluctuating solar radiation regime on phytoplankton from

the Chubut River estuary under global change conditions.
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4.1 Introduccion:

Las variables abidticas pueden interactuar entre si de forma sinérgica o antagoénica (Crain et al.,
2008) de manera que las respuestas a las condiciones de mezcla pueden ser diferentes al
combinarse con otras. En particular, resulta de interés evaluar los efectos combinados de los
regimenes fluctuantes de radiacidn (a través de la mezcla vertical) con otras variables abidticas
que se espera que se modifiquen en el futuro (i.e., en un escenario de cambio global y / u otras
presiones antrépicas), tales como la acidificacidon, temperatura y entrada de nutrientes (IPCC,
2013; Hader y Gao, 2015). Bajo mayores temperaturas, los cuerpos de agua estaran mas
estratificados, de modo que el fitoplancton circulard dentro de una CSM menos profunda,
exponiendo a los organismos a fluctuaciones mds rapidas y a niveles de radiacion mas altos,
incluyendo de RUV. Por ejemplo, Carrillo et al. (2015) observaron que los efectos negativos de la
RUV en la produccién primaria eran mas intensos con una mayor estratificacion, con importantes
consecuencias para el ciclo del carbono. En general, los estudios que consideran los efectos
combinados de la radiacidn solar fluctuante con variables de cambio global son escasos, pero
Helbling et al. (2013) encontraron que bajo concentraciones incrementadas de nutrientes, la
mezcla vertical interactuaba con la RUV reduciendo su efecto inhibitorio sobre la produccion
primaria en lagos claros, pero la aumentaba en lagos opacos. Los efectos de la RUV en la
fotosintesis bajo condiciones de mezcla fueron evaluados por Barbieri et al. (2002) quienes
obtuvieron diferentes respuestas no solo dependiendo de la comunidad de fitoplancton estudiada
a lo largo del afio, sino también de qué porcidn de la zona eufdtica (Z.,) se mezclaba. Otros
estudios realizados con comunidades de fitoplancton del mar del Sur de China, mostraron que la
RUV solar inhibia la fotosintesis del fitoplancton en la columna de agua y que ésta disminuia con la
profundidad; sin embargo, la fotosintesis era estimulada por la RUV cuando la velocidad de la
mezcla era rapida (Helbling et al., 2003). Asimismo, otros estudios realizados con cianobacterias
determinaron que la RUV fluctuante actuaba de forma sinérgica con el aumento de la turbidez,
haciendo mas notoria la inhibicidn de la fotosintesis a medida que la columna de agua se oscurecia
(Helbling et al., 2015b). Por su parte, los efectos combinados de la acidificacién y la mezcla fueron
estudiados por Hoppe et al. (2015) quienes observaron que la acidificaciéon solo reducia el
crecimiento de Chaetoceros debilis bajo radiacion fluctuante, pero no bajo un régimen de luz
constante. Finalmente, Jin et al. (2013) encontraron que la acidificacién y la mezcla rapida o la
radiacion solar fluctuante actuaban de forma sinérgica, reduciendo la fijacién de carbono en el

cocolitoférido Geophyrocapsa oceanica. Sin embargo, la mayoria de los estudios consideraron los

122



efectos a corto plazo de la mezcla vertical sobre el fitoplancton y sélo algunos pocos los han
considerado a mediano o largo plazo (Diehl et al., 2002; Fouilland et al., 2003; Gali et al., 2013), los
cuales involucran procesos de aclimatacion.

Este tipo de estudios multivariados reviste especial importancia para las zonas templadas de Ia
Patagonia que estan expuestas a fuertes vientos durante gran parte del afio (Helbling et al., 2005)
gue no s6lo mezclan la columna de agua, sino que también afectan y condicionan la sucesién anual
y la floracién de fitoplancton (Capitulo 2, Bermejo et al.,, 2018). En particular, los efectos
combinados de la acidificacion y los aportes de nutrientes fueron evaluados en comunidades del
post-bloom del estuario del rio Chubut, donde se encontré un aumento en la produccidn primaria
(Villafafie et al., 2015; Duran-Romero et al., 2017) y un cambio en la composicion de la comunidad
hacia diatomeas relativamente grandes después de cinco dias de aclimatacién a las condiciones
futuras simuladas experimentalmente. Siguiendo con esta linea de investigacion, en este trabajo
se utilizara también el estuario del rio Chubut como ecosistema modelo para evaluar los efectos
de un escenario futuro (con un aumento de nutrientes y acidificacién) y su interaccidon con los
regimenes de radiacién fluctuantes, en la fotosintesis, estructura y crecimiento de las
comunidades de fitoplancton de los regimenes interno (rio) y externo (mar). Particularmente, se
evaluara la H5) planteada como objetivo de esta Tesis: “Las condiciones futuras de cambio global
de bajo pH, altos nutrientes y RUV, junto a la fluctuacion de radiacion dentro de la CSM, cambia la
composicion taxondmica y estructura de tamaiios de la comunidad fitoplanctdnica, beneficiando a

células mds resistentes y de mayor tamafio, y con mayores tasas fotosintéticas”.

4.2 Materiales y Métodos:

4.2.1 Area de estudio / muestreo:

El area de estudio es el estuario del Rio Chubut, la cual ya fue descripta en los capitulos anteriores
(ver seccién 2.2.1 y 3.2.1, Fig. 2.1). Se realizaron dos experimentos idénticos, con muestras
superficiales recolectadas en el régimen externo e interno (ambos sitios de muestreo se muestran
en la Fig. 1.15). Dichos experimentos tuvieron una duracién de 5 dias cada uno, y se realizaron en
el periodo del 11-15 y del 16-20 de febrero de 2016 (régimen externo e interno, respectivamente).
La recoleccién de muestras se realizé la noche anterior al comienzo de los experimentos, durante
la marea alta para experimentos realizados con comunidades marinas, y durante marea baja para
aquellos realizados con las de rio. Las muestras se pre-filtraron (malla de 200 um) para eliminar el

zooplancton de mayor tamafio y se colocaron en bidones de 20 |, previamente lavados con HCI
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(IN), y se llevaron inmediatamente al laboratorio de la Estacién de Fotobiologia Playa Unién

(EFPU), a 10-15 min de ambos sitios de muestreo.

4.2.2 Set-up experimental:

Una vez en el laboratorio, el agua se distribuyd en 12 recipientes transparentes a la RUV (de 10 |
de capacidad; Cubitainers Nalgene®, de polietileno de baja densidad; ver caracteristicas en
Villafafie et al., 2015) que se utilizaron como microcosmos. En estos experimentos se utilizd un
enfoque de tipo cluster (Boyd et al., 2010), con dos condiciones contrastantes que incluyeron
todos los factores (Villafaiie et al., 2015): Seis microcosmos se llenaron con agua que poseia las
condiciones actuales (condicidn Presente), con pH y macronutrientes tal como se encontraban en
el medio natural (Tabla 4.1). Los otros seis microcosmos se llenaron con agua que se manipuld
para representar las condiciones esperadas en el futuro, con mayor acidificacién y aumento en la
concentracidn de nutrientes (condicién Futuro). Para crear estas condiciones futuras, se agregaron
a cada microcosmos 0.3 ml de solucién de NaNO; 7.5% p/v, 3.6 ml de solucion Na,HPO,0.5% p/v y
10 ml de solucién Na,Si03.9H,0 3%p/v, con el fin de lograr concentraciones de 25 puM de NaNO3,
15 uM de Na,HPO, y 100 uM de Na,SiOs, adicionales a la concentracion que habia en el medio, y
asi simular los potenciales aumentos de estos nutrientes (Capitulo 2, Bermejo et al., 2018). El agua
se acidificé reduciendo ~ 0.5 unidades de pH hasta lograr un valor de 7.65 para el agua de mar (el
nivel esperado para el final del siglo (IPCC, 2013) y de 8 para el agua de rio, mediante el agregado
de CO5* (como Na,COs), HCO;™ (como NaHCOs) y HCI (0.1N) para aumentar el pCO, y el carbono
inorganico disuelto (DIC) (Gattuso et al., 2010).

Se colocaron tres microcosmos de cada condicidn (Presente y Futuro) en dos bandejas (una para
cada condicidn experimental) a una profundidad fija (0.45 m y 0.37 m de profundidad para los
microcosmos de mar y rio, respectivamente, tratamiento Estatico) en un tanque exterior (1 m de
profundidad; 3 m de didmetro), sujetas de un poste horizontal en el tanque. Los otros tres
microcosmos de cada condicidon experimental se colocaron en dos bandejas modviles también
sujetas a un poste horizontal, y sometidas a mezcla vertical (tratamiento Mezcla) (ver mas
adelante). El set-up y profundidad de las bandejas fijas fueron definidos en base al coeficiente de
atenuacion de PAR (Kpar) del agua del tanque, a fin de que la irradiancia media recibida en ambos
tratamientos, Estatico y Mezcla, sea la misma. El Kppg utilizado fue similar al encontrado en el mary
en el rio, 1.4 y 3.0 m™, respectivamente, y se logré por medio del agregado de sedimentos

recolectados del lecho del rio Chubut al tanque. El set-up inicial se realizd en aproximadamente
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dos horas y termind después de la puesta del sol; por lo tanto, las muestras no recibieron
radiacién solar hasta la mafiana siguiente, cuando comenzaron las mediciones / recoleccién de
muestras (ver mas adelante). Durante cada experimento, la temperatura del tanque se controld
mediante la circulacion de agua y se mantuvo a aquella medida in situ, es decir, 19.5°C y 20.5°C
para los experimentos de agua de mar y rio, respectivamente.

Durante el dia, las bandejas correspondientes al tratamiento Mezcla se movieron manualmente
dentro de la columna de agua: Cada 10 min se movieron verticalmente 20 cm hacia abajo o hacia
arriba (es decir, hacia la superficie o hacia el fondo del tanque). Por lo tanto, un ciclo de mezcla
vertical (superficie-fondo-superficie) se completé en dos horas, a una velocidad de 1 m h™. La
velocidad de mezcla vertical fue elegida en base a datos de velocidad del viento reportados para el
area (Helbling et al., 2005; Bermejo et al., 2018) y en base a experiencias anteriores (Barbieri et al.,
2002; Villafafie et al., 2007). Todos los dias se repitieron 6 ciclos, desde la salida hasta la puesta del
sol, ca. 7:30 a las 19:30 hs. Todas las mafanas, y antes del amanecer, se recolecté una muestra de
1 | de cada microcosmos, que se fracciond y utilizé para determinar nutrientes (dias 1, 3 y 5),
concentracidn de Clor-a (dias 1 a 5), abundancia y composicién taxondmica (dias 1 y 5), asi como
para evaluar la respuesta fotoquimica del FSIl y la evolucién de oxigeno durante ciclos diarios, tal

como se describe a continuacion.

Pardmetros fotoquimicos del FSII

Se colocaron dos sub-muestras (50 ml) de cada una de las condiciones experimentales (Presente y
Futuro, tanto Estatico como Mezcla) en tubos de cuarzo (24 en total), y a continuacion se pusieron
en bandejas de aluminio, manteniendo los mismos tratamientos Mezcla y Estatico que en los
microcosmos originales (i.e., tal como se describid para los microcosmos). Se implementaron dos
tratamientos de radiacién, a) PAB: 12 tubos expuestos al espectro completo de radiacidn solar (>
280 nm), y b) P: 12 tubos donde la RUV fue filtrada (tubos cubiertos con filtro Ultraphan 395) y las
muestras recibieron sélo PAR (> 395 nm). Este procedimiento y set-up se repitieron cada dia
durante los 5 dias del experimento, y de esta forma se determinaron los pardmetros de
fluorescencia en muestras con distintos grados de aclimatacion a las condiciones de Presente y
Futuro (como asi también a los tratamientos Estdtico o Mezcla). Cada dia, se midieron los
parametros de fluorescencia de la Clor-a desde el amanecer hasta el atardecer (7:30 a 19:30 hs).
Para tal fin, se obtuvieron alicuotas de 2-3 ml de cada tubo, cada dos horas (en el caso de las

muestras del tratamiento Mezcla, el momento de muestreo se realizé cada vez que las muestras
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terminaron un ciclo completo y estaban en la superficie). Para estas mediciones se usé un
fluorémetro de amplitud modulada de pulsos (Walz, modelo Water-ED PAM, Alemania). Los
valores del rendimiento fotoquimico (Y) se midieron seis veces para cada alicuota, midiendo la
fluorescencia instantanea (F',) inducida por un pulso de saturacién (~ 5300 umol de fotones m?s™
en 0.8 s) y la fluorescencia del estado estacionario (F;) inducida por una luz actinica (c.a., 500 pmol
de fotones m? s™) en células aclimatadas a la luz. Para calcular el Y se utilizd la ecuacién de Genty

(1989):

Y=AF/F = (Fn-F)/Fn (Ecuacién 4.1)

Otro de los parametros registrados por el fluorometro de amplitud modulada de pulsos es el
quenching no fotoquimico (NPQ) de la fluorescencia de la Clor-a, que refleja la disipacion por calor
de la energia luminica absorbida en exceso, y es el mecanismo de fotoproteccién a corto plazo
mas importante activado por intensidades de PAR en niveles de saturacién. El NPQ se calculé

usando la siguiente ecuacién (Schreiber et al., 1994):

NPQ=(Fn-F'm)/F'm (Ecuacion 4.2)

donde F,, es la fluorescencia maxima cuando todos los centros de reacciédn se encuentran

cerrados.

Evolucion de oxigeno:

A partir de las muestras recolectadas diariamente, se obtuvieron sub-muestras de 30 ml que se
colocaron en botellas de teflén (transparentes a la RUV), evitando la presencia de burbujas. Las
botellas se colocaron en bandejas de aluminio (junto con los tubos para mediciones de parametros
de fluorescencia la Clor-a) y se sometieron a los mismos tratamientos (i.e., Estatico y Mezcla) que
los microcosmos correspondientes. Estas muestras (12 en total) recibieron todo el espectro de la
radiacion solar, es decir RUV y PAR. La concentracion de oxigeno se midié continuamente desde
las 7:30 a las 19:30 hs utilizando un sistema de optodes (Mini 10PreSensGmbH, Alemania) con diez
fibras dpticas midiendo en simultdneo. Dado que el set-up contaba con 12 muestras para medir, 9
canales del optode midieron en forma automatica registrando datos cada 11 seg, mientras que

con la otra fibra dptica se medid en forma alternada (i.e., cada 10 seg) las otras 3 muestras
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(Estaticas). De esta manera, se obtuvo un total de 3900 datos por dia para cada muestra. Para las
mediciones de oxigeno se trabajé solo con el tratamiento PAB (12 tubos expuestos al espectro
completo de radiacién solar), ya que el sistema de optodes cuenta sélo con 10 canales, y no era
posible realizar mediciones a intervalos de minutos en las muestras del tratamiento Mezcla, sin
tener que sacarlas a la superficie para medirlas manualmente. Es por esto que se decidié trabajar
sélo con 12 muestras y utilizar 9 canales que median continuamente (de los cuales 6 canales
median las muestras del tratamiento Mezcla y 3 canales median las muestras del tratamiento
Estatico) y el dltimo canal se fue alternando manualmente entre 3 muestras del tratamiento
Estdtico. Todos los dias, y antes de comenzar las mediciones, se realizd una calibracidn del sistema
con dos puntos (0% y 100% de concentracién de oxigeno) y se corrigié por presion atmosférica y
temperatura de la columna de agua. Los datos obtenidos fueron concentracién de oxigeno que

luego se convirtieron a tasas de oxigeno.

4.2.3 Mediciones y andlisis:

Radiacion solar:

La radiacion solar sobre el drea de estudio se midié de forma continua, utilizando un radiémetro
ELDONET de banda ancha (Real Time Computers, Alemania) instalado permanentemente en el
techo de la EFPU, tal como fuera descripto en el Capitulo 2. El perfil vertical de radiacién solar en
la columna de agua del tanque se determind al mediodia con un espectrorradiometro sumergible
(OceanOptics, modelo HR 2000CG UV-NIR, USA) que tiene una fibra dptica de 10 m y un colector
coseno. El Kpar se calculd a partir de la pendiente de la regresién lineal del logaritmo natural de la
disminucion de PAR vs. la profundidad. La atenuacion de la columna de agua fue ajustada

diariamente a fin de mantener los Kpar de mar y rio a los valores in situ.

Variables quimicas:

El pH en los microcosmos se midié diariamente en la mafiana utilizando un pHmetro (Hanna
Instruments, modelo HI 2211, USA). El pH se ajusté diariamente afiadiendo HCl 0.1N de acuerdo
con el requerimiento de cada microcosmos, con el fin de mantener un pH de 7.65 y de 8 en la
condicidn Futuro de los experimentos con agua de mar y de rio, respectivamente.

Las concentraciones de NO; + NO,, PO43" Y Si032" en las muestras de agua de mar y rio se

obtuvieron a partir de sub-muestras de 100 ml, las cuales se congelaron (-20°C) hasta su andlisis,
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que se llevaron a cabo siguiendo los métodos descritos en Strickland y Parsons (1972), utilizando

un espectrofotémetro de arreglo de diodos (Hewlett Packard, modelo 8453E, USA).

Concentracion de Clor-a:

Se obtuvieron sub-muestras (100-200 ml) que se filtraron en filtros Whatman GF/F (25 mm de
diametro) y se congelaron (-20°C) hasta el posterior andlisis. Para determinar la concentracién de
Clor-a, las muestras se descongelaron y se colocaron en tubos de centrifuga (15 ml) con 5 ml de
metanol absoluto. Las muestras se sonicaron (20 min, 20 ° C) y se mantuvieron en la oscuridad (1
h, 20 ° C). Luego, las muestras se centrifugaron (15 min a 2000 rpm) y se realizé un espectro de
absorcion de las mismas entre 250 y 750 nm con un espectrofotémetro de arreglo de diodos
(Hewlett Packard, modelo HP 8453E, USA). Para calcular la concentracion de Clor-a se uso la

ecuacion de Porra (2002).

Caracterizacion y abundancia de fitoplancton:

Las muestras se colocaron en frascos de vidrio color caramelo de 70 ml y se fijaron con formalina
neutralizada (concentracion final 0.4% de formaldehido) o solucidn de acida de Lugol (1% vol vol ™)
para mar y rio, respectivamente. Para los recuentos se dejaron sedimentar 10-25 ml durante 24 h
en camaras de sedimentacion (Hydro-BiosGmbH, Alemania). Las sub-muestras de agua de mar se
tineron con Rosa de Bengala para distinguir mejor el material organico de los detritos. Las especies
de fitoplancton se contaron e identificaron utilizando un microscopio invertido (Leica, modelo DM

IL, Alemania) siguiendo la técnica descrita por Villafaiie y Reid (1995).

Tratamiento de los datos:

Las tasas de crecimiento especificas en funcién de la abundancia total de células (ice; dia™) para
los distintos tratamientos de cada experimento se calcularon siguiendo la siguiente ecuacion:

Heet = In (Ns/ Nq) / (ts-ty) (Ecuacion 4.3)

donde N; y Nsson las concentraciones de fitoplancton al inicio y al final de los experimentos, y t; y

ts son los dias 1y 5 de los experimentos, respectivamente.
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Las tasas de crecimiento en funcién de la Clor-a (Ugor-q; dia™) se obtuvieron a partir del valor del
exponente de un ajuste exponencial, para el cual se utilizaron las concentraciones de Clor-a
obtenidas para cada microcosmos a lo largo del experimento.

Las tasas de crecimiento obtenidas a partir de los valores de Clor-a y de las concentraciones
celulares presentaron los mismos patrones, por lo cual se representan solamente aquellas
obtenidas a partir de la abundancia.

Las tasas de inhibicion (k, en s™) y recuperacion (r, en s*) de Y se calcularon diariamente ajustando
una funcién exponencial a los valores de Y durante los ciclos diarios, tal como se describié en el
Capitulo 3. Cuando esta tasa fue negativa (disminucion de los valores de Y) se consideré como
inhibicion, mientras que si fue positiva (aumento de los valores de Y) se consideré como
recuperacion. Los valores de k y r se calcularon tanto para los tratamientos Estatico (kg y re) como
de Mezcla (kw Yy rv).

Los valores maximos de Y obtenidos temprano en la mafana y hacia el final de la tarde de cada
ciclo diario se ajustaron con una funcidn lineal para cada tratamiento, obteniéndose la pendiente
(Pendwax) (Fig. 4.1). Los valores de Y medidos temprano en la mafiana corresponden a las muestras
iniciales o a aquellas que se recuperaron durante la noche, mientras que los valores de Y medidos
en la tarde corresponden las que se recuperaron después de un ciclo solar de exposicidn. Se
realizd un ajuste similar utilizando los valores minimos de Y obtenidos al mediodia para cada
tratamiento, que generalmente corresponden a muestras mas inhibidas, y se ajusté con una

regresion lineal para obtener el valor de la pendiente (Pendy;,) (Fig. 4.1).
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Fig. 4.1 Esquema general de respuestas de Y a lo largo del experimento y obtencidn de las Pendy.yx Y Pendyin.
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Asimismo, se normalizaron los datos de concentracidén de oxigeno por concentracion de Clor-a y se
calcularon diariamente las tasas de produccion de oxigeno (en pmol O, pg Clor-a™ s™) como la
pendiente de la regresién lineal entre la concentracidon de oxigeno normalizada por Clor-a vs. el
tiempo. Luego se calculd la relacion entre las tasas de oxigeno para las muestras bajo los

tratamientos Mezcla (Oxiy) y Estatico (Oxig).

Andlisis estadisticos:

Las muestras incubadas en los microcosmos y expuestas a los tratamientos Mezcla y Estatico se
realizaron por triplicados para cada condicién (Presente o Futuro). Las sub-muestras para la
determinacién de los parametros de fluorescencia, concentracidn de oxigeno, nutrientes,
concentracién de pigmentos y analisis taxondmicos se extrajeron de cada microcosmos, por lo que
también se obtuvieron muestras por triplicado para cada una de ellas. La normalidad y la
homocedasticidad de los conjuntos de datos se analizaron usando las pruebas de Shapiro-Wilks y
Barlett, respectivamente (Zar, 1999).

Los valores de k y r entre los tratamientos PAB y P para cada dia del experimento se compararon
por medio de la prueba t-student. También se compararon las pendientes (Pendyay Pendwin)
obtenidas para ambos tratamientos de radiacidn, y como no existieron diferencias significativas
entre ellas, se presentan sélo los resultados que corresponden a los tratamientos expuestos al
espectro de radiacidn solar completo (i.e., PAB) para simplificar las figuras. Las diferencias entre
kw/ke y Oxiw/Oxie para las condiciones Presente y Futuro a lo largo del experimento se analizaron
usando un ANOVA de dos vias de medidas repetidas (RM-ANOVA). Para determinar las diferencias
entre tratamientos para Pendya./Pendwvi,, abundancia de células o tasas de crecimiento, se
utilizaron ANOVA de 2 vias. En todos los casos, si el ANOVA indicaba diferencias significativas en

los factores individuales o en las interacciones, se realizé una prueba a posteriori de Tukey.

4.3 Resultados:

4.3.1 Caracteristicas iniciales de los sitios de muestreo:

Las caracteristicas iniciales promedio de las muestras obtenidas en los dos extremos del estuario
se muestran en la Tabla 4.1. El agua de mar (régimen externo) fue mas fria, mas salina y con pH
mas bajo que el agua de rio (régimen interno). Los nutrientes mostraron diferencias significativas

entre los dos extremos del estuario: el régimen externo tuvo una concentracién ca. tres veces
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mayor de NOs; + NO, en comparacién con la del régimen interno; sin embargo, las
concentraciones de PO,* y Si0s> fueron mayores (aproximadamente tres y cuatro veces,
respectivamente) en el rio que en el mar. A pesar de que la concentracién de Clor-a fue mayor en
el régimen externo que en el interno, la abundancia celular fue menor en el primero, siendo en su
mayoria células nanoplanctdnicas (~ 95%), con flagelados no identificados dominando las
muestras. El régimen interno también se caracterizé por poseer en su mayoria células pequefas
de nanoplancton pero estas representaron ca. 60%, con predominio de diatomeas (Cocconneis

placentula y Cyclotella spp.)

Variable Régimen externo Régimen interno
Temperatura 19.5 (0.5) 20.5 (0.5)
Salinidad 32 0.5
pH 8.16 (0.01) 8.55 (0.01)
Nitrato + nitrito (LM) 1.51 (0.15) 0.54 (0.10)
Fosfato (uM) 2.02 (0.49) 5.83 (0.56)
Silicato (uM) 25.37 (9.57) 210.2 (33.58)
Clorofila-a (ug I'") 3.5(0.57) 2.49 (0.03)
Abundancia (cel ml™) 1.1(0.41) x 10° 2.13(0.72) x 10°
Nanoplancton (%) 94.9 (1.3) 62.9 (6.2)
Grupos dominantes (>50%) Flagelados no Diatomeas: Cocconeis

identificados placentula; Cyclotella spp.

Tabla 4.1 Caracteristicas iniciales de los regimenes externo e interno del estuario del rio Chubut. Los nimeros entre

paréntesis representan la desviacidn estandar (n=3).

4.3.2 Comunidad del régimen externo:

El crecimiento de la comunidad fue limitado o nulo en la condicién Presente, mientras que en la
Futuro el crecimiento fue rapido después del segundo dia de experimentacién, con valores
bastante similares (~14 pg Clor-a I'") al final del experimento, tanto para los tratamientos Estatico
como Mezcla (Fig. 4.2a). La abundancia de células (Fig. 4.2b) fue de aprox. 0.8 x 10°cél ml™ para la
condicidn Presente y no hubo diferencias significativas entre los tratamientos Mezcla y Estatico,
estando ambos dominados por nanoplancton (< 20um). En la condicién Futuro, en cambio, se

observé luego de 5 dias, abundancias significativamente mayores (i.e., 9.1y 5.3 x 10°cél mlI™ para
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los tratamientos Estaticos y Mezcla, respectivamente), y el nanoplancton (flagelados

identificados) también dominé en estas muestras.
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régimen externo.
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Las pce calculadas a lo largo del experimento fueron ligeramente negativas para la condicidn
Presente, mientras que en Futuro se observaron valores positivos (Fig. 4.2c). Hacia el final del
experimento, se observaron ligeros cambios en la composicidn taxondmica con respecto a las
condiciones iniciales, con una reduccién general de la abundancia de flagelados y un aumento en
la proporcion relativa de diatomeas (Tabla 4.1, Fig. 4.2d) siendo las pennadas e.g., Nitzschia spp.,
Pseudonitzschia spp. (40-50 um) las mas abundantes de este grupo en la condicién Presente. En la
condicidn Futuro (Estatico y Mezcla) las diatomeas predominantes fueron pequefias céntricas (10-
20 um) del género Thalassiosira, especialmente en el tratamiento Estatico. En el tratamiento

Mezcla se observé también un pequerio aumento en la abundancia de dinoflagelados (Fig. 4.2d).

Fotoquimica del FSlI:

En todas las condiciones / tratamientos, el Y tuvo un patrdn tipico de disminucidon hacia el
mediodia, cuando las muestras recibieron mayores irradiancias, y aumento nuevamente por la
tarde, con una recuperacion total o parcial (Fig. 4.3a, b). Este patrén se acentud a lo largo del
experimento principalmente bajo la condicidn Futuro. La relacién (Pendy../Pendy;,) fue > 1 bajo la
condicidn Presente (i.e., para los tratamientos Estatico y Mezcla) (Fig. 4.3c), lo que significa que los
valores maximos de Y (obtenidos temprano en la mafiana o hacia el final de la tarde) disminuyeron
mas rapidamente que los minimos (al mediodia) a medida que transcurria el experimento, y que la
diferencia entre los valores maximos y minimos se redujo a medida que avanzd el experimento
(Fig. 4.3c). Esto significa que la recuperacion del dafio reversible a lo largo de cada ciclo diario se
redujo en el transcurso del experimento. Por otro lado, en la condicién Futuro (tratamientos
Estatico y Mezcla) tuvieron una relacidén Pendy../Pendwin < 1, lo que implicé que la diferencia entre
los valores mdximos y minimos de Y aumentaron con el transcurso del experimento, es decir que
la inhibicién diaria fue en aumento pero la recuperacion del dafio reversible a lo largo de cada ciclo
diario también aumenté con los dias. Si bien no se encontraron diferencias significativas en las
relaciones de las pendientes de inhibicién entre las muestras bajo tratamiento Estatico y Mezcla, si

se encontraron diferencias en las tasas de inhibicion diarias (Fig. 4.3d).
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Fig. 4.3 Rendimiento fotoquimico (Y) a lo largo del experimento para las condiciones (a) Presente y (b) Futuro. Las lineas
continuas y discontinuas representan los ajustes lineales para los tratamientos Mezcla y Estatico, respectivamente, (c)
Relacidn entre las pendientes de las rectas obtenidas a partir de los valores maximos y minimos de Y (Pend y.,/Pendyin)
para los distintos tratamientos, (d) Relacién entre las tasas de inhibicion de los tratamientos de Mezcla y Estético (kw/kg)
alolargo de los 5 dias de duracién del experimento realizado con la comunidad del régimen externo. Las letras
minusculas y mayusculas representan diferencias significativas entre dias para las condiciones Presente y Futuro,

respectivamente (p < 0.05). Las lineas verticales representan las desviaciones estandar.
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Una forma de comparar estas inhibiciones es haciendo la relacién ky/k: donde un valor > 1 indica
una mayor inhibicién en las muestras que reciben radiacidn fluctuante (tratamiento Mezcla),
mientras que un valor < 1 indica una mayor inhibicién en muestras bajo el tratamiento Estdtico. Al
comienzo del experimento se observaron valores mas altos en la relacion kw/kg (Fig. 4.3d) en la
condicidn Presente (~ 1.5) que en la Futuro (~ 0.6); sin embargo, hacia el final este patron se
invirtid. Como patrén general, se observé que en la condicién Futuro existié una mayor inhibicién
en las muestras bajo el tratamiento Estatico, mientras que en la condicidn Presente, con el correr
del experimento la inhibicion también fue mayor en las muestras que recibieron irradiancias fijas
respecto a las que recibieron fluctuantes (Fig. 4.3d).

El patrén general del NPQ (Fig. 4.4) fue de un aumento hacia el mediodia y disminuyendo hacia el
atardecer, con valores mayores para la condiciéon Presente que para la Futuro. En la condicion
Presente se observd, a excepcion del dia 2, un aumento del NPQ a medida que transcurria el
experimento, y generalmente las muestras del tratamiento Estatico disiparon mayor energia en
forma de calor que las del tratamiento Mezcla (Fig. 4.4a). Por el contrario, los microcosmos de la
condicidn Futuro exhibieron menores NPQ a medida que transcurria el experimento, con un leve
aumento hacia el ultimo dia, sin diferencias, generalmente, entre los tratamientos Estdtico y

Mezcla a lo largo del experimento (Fig. 4.4b).
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Fig. 4.4 NPQ a lo largo del experimento para las condiciones (a) Presente y (b) Futuro. Los circulos y triangulos
corresponden a los tratamientos Estatico y Mezcla, respectivamente. Las lineas verticales representan las desviaciones

estandar.
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Radiacion solar:

Los niveles de irradiancia a lo largo del dia fueron similares durante los 5 dias del experimento
realizado con la comunidad del régimen externo, con condiciones generalmente soleadas, y
presencia de nubes en algunos dias, alcanzando valores maximos de ~400 W m™ para PAR al
mediodia (Fig.4.4a). Las dosis solares fueron similares para los tratamientos Estatico y Mezcla

(debido al set-up experimental), con valores promedio diarios de PAR de 4.7 MJm™.

Evolucidn de oxigeno:

Todos los tratamientos mostraron un patron de aumento en la concentracion de oxigeno
normalizada por Clor-a (i.e., produccion debida al proceso fotosintético) a lo largo del dia (Fig.
4.53). Las tasas de produccion de O, normalizadas por Clor-a, inicialmente, fueron ligeramente
superiores en la condicién Futuro que en la Presente, pero se observd una reduccidon de las
mismas en todos los tratamientos hacia el dia 3; sin embargo, en adelante, este patrdn se invirtio,
con muestras bajo la condicién Presente mostrando tasas significativamente mas altas,
principalmente en el tratamiento Estdtico (Fig. 4.5b). La relacion entre las tasas de producciéon de
oxigeno en muestras expuestas a irradiancias fluctuantes frente a las expuestas a irradiancias fijas
(Oxim/Oxig) (Fig. 4.5c) para las condiciones Presente y Futuro mostré patrones similares,
aumentando hacia el dia 2 y luego disminuyendo hasta el final del experimento (Fig. 4.5c). Los
valores de Oxiy/Oxic < 1 en las muestras bajo la condicién Presente, y similar durante todo el
experimento (excepto el dia 2 con valores de alrededor de 1) indican una menor tasa de
produccidn de oxigeno a lo largo del dia para las muestras del tratamiento Mezcla respecto a las
del Estatico. Por su parte, en la condicidn Futuro la relacién Oxiy/Oxie mostrd, al comienzo del
experimento, un valor ca. 1, mientras que en el dia 2 se produjo un marcado aumento, sin
embargo, esta diferencia entre los tratamientos desaparecid con el transcurso del experimento

(Fig. 4.5c).
Se graficaron las tasas de produccién de oxigeno normalizadas por Clor-a en funcién de las tasas

de inhibicidn (k) para todos los tratamientos, y se pudo observar que una mayor inhibicion en el

FSIl estaba asociada con menores tasas de produccién de oxigeno (Fig. 4.6).
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Presente y Futuro, respectivamente (p< 0.05). Las lineas verticales representan las desviaciones estandar.
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4.3.3 Comunidad del régimen interno:

Las concentraciones de Clor-a (Fig. 4.7a) fueron similares (~ 3pg I"*) a lo largo del experimento bajo
la condicidén Presente, sin diferencias significativas entre los tratamientos Estatico y Mezcla; sin
embargo, las muestras bajo la condicién Futuro tuvieron una fase de latencia de un dia, pero luego
crecieron rapidamente, alcanzando valores de Clor-a de 34.5 y 26.9 ug I'* en los tratamientos
Mezcla y Estatico, respectivamente. En cuanto a la abundancia celular se observé un incremento
respecto a la concentracidn inicial (Fig. 4.7b), y hacia el final de los experimentos las muestras bajo
la condicién Presente tuvieron valores significativamente menores (~ 0.6 x 10*cél ml™) que las de
Futuro (3.2-4 10%cél ml™), sin diferencias significativas entre las abundancias totales de los
tratamientos Estatico y Mezcla dentro de cada condicion experimental.

A pesar de que la concentracion de Clor-a en la condicion Presente fue similar en ambos
tratamientos a lo largo del experimento, se observé un aumento en la abundancia celular, siendo
las tasas de crecimiento (Fig. 4.7c) luego de 5 dias, similares para los tratamientos Estatico y
Mezcla, con valores de ~ 0.27 dia. Por otra parte, en la condicién Futuro tampoco se observd
diferencias entre los tratamientos Estatico y Mezcla, siendo las tasas de crecimiento > 0.70 dia™. La
comunidad estuvo siempre dominada por células nanoplancténicas (Fig. 4.7b), tanto al inicio como
al final del experimento, pero con algunos cambios en la proporcién relativa de los grupos
dominantes hacia el final (Fig. 4.7d). Si bien las diatomeas fueron dominantes en todos los
tratamientos (> 43%), hubo un aumento relativo de las criptofitas en la condicién Futuro, y una

disminucion de éstas en el Presente, en relacidn a las muestras iniciales.
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Fotoquimica del FSlI:

El patrén general de Y durante los ciclos diarios fue de una disminucidn hacia el mediodia y un
aumento en la tarde, con una recuperacién parcial en la mayoria de los casos (Fig. 4.8a, b). Se
observé una mayor inhibicién de Y con el transcurso del experimento, especialmente en las
muestras de la condicion Futuro (con la excepcidn del dia 3 en el que casi no se registrd inhibicidn
y recuperacion debido a bajos niveles de radiacién) (Fig. 4.8b). No hubo diferencias entre las tasas
de inhibicién (k) para los tratamientos Estatico y Mezcla para cada condicién experimental
(Presente y Futuro) a excepcion del uUltimo dia, donde las muestras del tratamiento Estatico
mostraron mayores inhibiciones que aquellas del tratamiento Mezcla.

La relacién Pendy.,/Pendwi, fue < 1 en todas las condiciones / tratamientos, indicando que, con los
dias, la inhibicidn diaria fue en aumento, como asi también la recuperacion del dafio reversible. Es
decir que la diferencia entre los valores maximos y minimos de Y aumentd a lo largo del
experimento (Fig. 4.8c). Por otra parte, en la condicidn Presente las muestras bajo el tratamiento
Estatico mostraron valores de Pendy.,/Pendwi, menores que en el tratamiento Mezcla; en la
condicién Futuro, sin embargo, esta relacion fue similar en ambos tratamientos (Fig. 4.8c).

Por otra parte, las muestras bajo la condicidn Presente tuvieron una inhibicién similar en ambos
tratamientos (kw/ke ~ 1) (Fig. 4.8d) en los primeros 4 dias del experimento, pero hacia el dltimo dia
la inhibicién bajo el tratamiento Mezcla fue menor que en el Estatico (kw/ke < 1). Las muestras bajo
la condicidon Futuro tuvieron una inhibicidon similar tanto bajo irradiancias fijas como fluctuantes

(km/ke ~ 1) durante todo el experimento (Fig. 4.8d).
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observaron diferencias entre los dias. Las lineas verticales representan las desviaciones estandar.
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La disipacién de energia en forma de calor (NPQ) (Fig. 4.9) en la condicion Presente, oscilo entre
0.2y 9 a lo largo del experimento, con una ligera disminucién hacia los primeros tres dias, y luego
con un aumento hacia el final, tanto para el tratamiento Estatico como Mezcla. En estos ultimos
dos dias de experimentacidén, se registré mayor cantidad de energia disipada como calor para los
tratamientos Estatico (Fig. 4.9a). Por otro lado, las muestras de la condicion Futuro se
comportaron de manera distinta, con valores de NPQ entre 1 - 4.5 al inicio del experimento, y
luego con una importante disminucién, llegando a valores ca. 0 en los Ultimos 3 dias de

experimentacién tanto para el tratamiento Estatico como Mezcla (Fig. 4.9b).
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Fig. 4.9 NPQ a lo largo del experimento para las condiciones (a) Presente y (b) Futuro. Los circulos y triangulos
corresponden a los tratamientos Estatico y Mezcla, respectivamente. Las lineas verticales representan las desviaciones

estandar.

Radiacion solar:

Las condiciones de radiacidn solar incidente fueron, en general, de cielos despejados con valores
méximos de ~ 350 Wm™ para irradiancias PAR al mediodia, a excepcién del dia 3 que tuvo alta
cobertura de nubes y los niveles de radiacién fueron muy bajos, con irradiancias PAR al mediodia <
70 W m™ (Fig. 4.10a).Las dosis solares fueron similares para los tratamientos Estaticos y Mezcla

(debido al set-up experimental), con valores promedio diarios de PAR de 2.1 Mim™.
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Evolucion de oxigeno:

Todos los tratamientos / condiciones mostraron un aumento en la concentracién de oxigeno (i.e.,
produccidn) a lo largo del dia, excepto el dia 3 en que las tasas de oxigeno fueron cercanas a cero
debido a los muy bajos niveles de radiacion (Fig. 4.10a). Para el resto de los dias, la concentracion
de oxigeno normalizada por Clor-a fue variable a lo largo del experimento, dependiendo de Ia
condicién / tratamiento impuesto a las muestras. Al inicio de los experimentos se obtuvieron
valores similares en todas las condiciones / tratamientos (~110-130 umol O,ug Clor-a™), mientras
gue a medida que transcurridé el experimento se observaron diferencias entre las condiciones
Presente y Futuro (Fig. 4.10a). Las tasas de produccién de O, diarias normalizada por Clor-a fueron
inicialmente mayores en la condicidn Futuro que en la Presente, y a su vez dentro de cada
condicidn, los tratamientos Mezcla mostraron tasas mas elevadas. Sin embargo, disminuyeron en
todos los tratamientos hasta valores cercanos a 0 para el dia 3 (coincidente con bajas irradiancias
solares), pero hacia el final, se observé un aumento importante en la condicién Presente,
principalmente en el tratamiento Mezcla (Fig 4.10b).

La relacién entre las tasas de produccidon de oxigeno en muestras expuestas a irradiancias
fluctuantes frente a las expuestas a irradiancias fijas (Oxiw/Oxig) (Fig. 4.10b) fue en general similar
a lo largo del experimento en la condicién Futuro, con un valor ca. 1, lo que indicé que la tasa de
produccidn de oxigeno fue similar en los dos tratamientos. En los dias 1 y 2, y bajo la condicidn
Presente, los valores fueron ligeramente > 1, pero en el dia 3, esta relacidn se redujo a ca. O,
coincidiendo con los muy bajos niveles de radiacién durante este dia. Luego, Oxiy/Oxiz aumento,
alcanzando valores ~ 2, lo que signific6 mayor producciéon de oxigeno en muestras bajo el

tratamiento Mezcla respecto a aquellas bajo el tratamiento Estatico (Fig. 4.10b).

Al comparar las tasas de produccion de O, con la inhibicién (k) en el FSII, se observd que en ambos
tratamientos de la condicién Futuro, la produccion de O, disminuia con la inhibicién, mientras que
en los tratamientos de la condicidn Presente ocurria lo opuesto (aunque los ajustes no fueron muy

robustos para estos tratamientos) (Fig. 4.11).
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4.4 Discusion:

Diferencias entre las condiciones Presente y Futuro:

Se sabe que la radiacidn solar (tanto PAR como RUV) es una de las variables ambientales mas
importantes que determinan el rendimiento fotosintético (Y) de los organismos autdtrofos. Sin
embargo, en estos experimentos no se observaron generalmente diferencias entre los
tratamientos de radiacidn, siendo las longitudes de onda pertenecientes a PAR las que regularon
en su mayoria los valores de Y. Existen dos tipos de inhibicidn fotosintética: la inhibicidon crénica,
debida a la degradacién de la proteina D1 (que es un componente estructural de los fotosistemas),
y la inhibicién dinamica o reversible, que consiste en un mecanismo de proteccion a través del cual
los organismos disipan el exceso de energia a fin de prevenir el fotodafio (Hanelt, 1996). El grado
de fotoinhibicién depende de varios factores, tales como los niveles de radiacion que reciben las
células, la sensibilidad diferencial de las especies, y de factores ambientales de estrés, tales como
la salinidad y la temperatura, entre otros. Ademas, el grado de fotoinhibicién, esta determinado
por el equilibrio entre la tasa de dafio al FSIl y su velocidad de reparacidn. Algunos trabajos
sugieren que la exposicidon a factores de estrés ambiental, no afectan el fotodafo, pero inhiben la
reparacion del FSIl a través de la supresién de la sintesis de proteinas del FSIl (principalmente la
proteina D1) (Takahashi y Murata, 2008).

En ambos experimentos de este trabajo se observé que las muestras (independientemente del
tratamiento) generalmente sufrieron un dafio crénico a lo largo de los dias. Esto se evidencié en la
disminucion de los valores iniciales de Y a medida que progresaba el experimento (Figs. 4.3a, b;
4.8a, b). Ademas, las diferencias en los valores de Y entre la mafana o el atardecer y los valores al
mediodia se hicieron cada vez mas evidentes a medida que progresaba la aclimatacion,
principalmente en los tratamientos pertenecientes a la condicién Futuro. En la condicidon Presente
del experimento realizado con la comunidad del régimen externo, por el contrario, si bien se
observd un mayor dafo crénico con el transcurso de los dias, las diferencias entre los valores de Y
dentro de cada dia se redujeron. Estas diferencias entre las condiciones Presente y Futuro
coinciden con los resultados obtenidos en experimentos realizados en otros estuarios (Bouchard
et al., 2008) donde se observé que a medida que los nutrientes se volvian limitantes dentro de los
microcosmos, el fitoplancton mostraba una mayor sensibilidad a la radiacion y sufria mas dafio en
los centros de reaccién del FSIl. Esta mayor sensibilidad a la radiacién para las muestras incubadas
en la condicién Futuro también podria estar asociada con la acidificacidn, que puede aumentar la

sensibilidad de algunas especies de fitoplancton marino y de rio a la RUV (Sobrino et al., 2008).
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Ademas, las diferencias en las respuestas para las condiciones Presente y Futuro de ambos
experimentos pueden estar asociadas con los mecanismos de disipacidn de energia, ya que en el
primero se observé un aumento del NPQ a medida que avanzaron los dias, mientras que en el
ultimo los valores disminuyeron (Figs. 4.4, 4.9). Esta disminucién de los valores de NPQ en la
condiciéon Futuro concuerda con otros estudios (Villafafie et al., 2014), donde se encontraron
valores mas altos de NPQ al comienzo del experimento (i.e., en células no aclimatadas) o en
condiciones menos favorables después de unos dias de aclimatacion.

Asimismo, existen otras vias de disipacion tales como variacién en el tamafio de la antena
captadora de energia o la reparacion del dafio causado en la proteina D1 (Bouchard et al., 2005). Si
bien estas respuestas no fueron evaluadas en este trabajo, se conoce que pueden ser vias
efectivas ante un posible dafo sobre el aparato fotosintético. Debido a que el NPQ disminuyd en la
condicidn Futuro de ambos experimentos a medida que pasaron los dias, pero la inhibicién
continué siendo importante, esto podria estar indicando un dafio importante en la estructura y
funcionamiento de los fotosistemas en relacidn a la cantidad de energia recibida. Dado que la
recuperacion de los fotosistemas se encuentra relacionada directamente con la sintesis de la
proteina D1, y al no observarse una recuperacién total del rendimiento fotosintético a lo largo del
dia, conjuntamente con una disminucién en el mismo en el transcurso de los experimentos, se
podria pensar que hubo algun tipo de dafio en la sintesis de esta proteina, asociado a la formacién
de especies reactivas de oxigeno (Zhang et al., 2013). Ademas, se ha observado que el exceso de
radiacidon puede afectar la primera etapa de la fase luminosa de la fotosintesis responsable de la
extraccién de los electrones del agua por parte del FSIl, produciendo una alteracion en la reaccion
de division de la molécula de agua y provocando una disminucion en la produccidon de oxigeno
(Kataria et al., 2014). Las menores tasas de produccién de oxigeno obtenidas en los experimentos
generalmente estuvieron asociadas a una mayor inhibicion (mayores valores absolutos de k) en el
FSII (Figs. 4.6 y 4.11), a excepcion de la condicidn Presente del régimen interno (aunque los ajustes
no fueron muy robustos). El aumento en la fotoinhibicién del FSIl podria ser producto del impacto
directo de un exceso de radiacion en el FSlI (i.e., aumento del dafio y disminucidn de las tasas de
reparacion) y por consecuencia indirecta de una alteracién en las enzimas involucradas en la

ruptura de la molécula de agua (Lavaud et al., 2012).
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Por otra parte, los cambios en las comunidades a lo largo del experimento concuerdan con los
obtenidos por Villafafie et al. (2015) para comunidades del régimen externo del estuario. En ese
trabajo si bien no se evaluaron efectos de la mezcla, se observd que el efecto de un escenario
futuro (con condiciones de mayor disponibilidad de nutrientes y acidificacién) junto con la
radiacion solar, cambian la composicidon de la comunidad de fitoplancton hacia una dominada por
diatomeas con altas tasas de crecimiento, como se vio en este trabajo, con un incremento en la
proporcién de diatomeas céntricas principalmente (Fig. 4.2). Por su parte Duran-Romero et al.
(2017) trabajando con comunidades del post-bloom del régimen externo, observaron que si bien
hacia el final de los experimentos los flagelados eran los mdas abundantes, habia un incremento en
la proporcidn relativa de diatomeas respecto del inicio cuando las muestras eran sometidas a un
escenario futuro. Las mayores tasas de crecimiento y cambios en la composicién de comunidades
en condiciones de acidificacion y aumento de nutrientes (Figs. 4.2c, d; 4.7c, d) también han sido
observadas en trabajos experimentales y modelados matematicos donde se concluye que estas
variables pueden alterar la sucesién de fitoplancton, afectando asi la dinamica tréfica en el futuro

(Flynn et al., 2015).

Diferencias entre irradiancias fijas y fluctuantes:

Los principales efectos de las irradiancias fluctuantes en el fitoplancton incluyen cambios en la
fotoaclimatacion (Falkowski y Wirick, 1981; Cullen y Lewis, 1988), con variaciones en la actividad
fotosintética y en la fijacién de carbono (Helbling et al., 2003; Villafaiie et al., 2007), como asi
también en la composiciéon taxonémica (Huisman et al., 2004). Asimismo, se ha determinado que
las respuestas a los regimenes fluctuantes de radiacidon son también especie-especificas (Huisman
et al., 1999). En la comunidad marina, y al comienzo del experimento bajo concentraciones de
nutrientes ambiente (condicidn Presente), las muestras que recibieron irradiancias fluctuantes
tuvieron mayores tasas de inhibicién y menor produccién de oxigeno que si eran expuestas a
irradiancias fijas dentro de la CSM (Figs. 4.3d, 4.5b). Estos resultados son opuestos a aquellos
obtenidos para comunidades del post-bloom en el 4drea de estudio (Barbieri et al., 2002) pero
coinciden con trabajos realizados en Antartida donde se observé mayor fotoinhibicién en
muestras expuestas a regimenes fluctuantes (Helbling et al., 1994; Neale et al., 1998), debido a
que la mezcla vertical poco profunda resultaba en una mayor exposicion del fitoplancton a la
radiacion y esto causaba una disminucién de la productividad primaria (Helbling et al. 1994). Por el

contrario, en el régimen interno se determinaron, al inicio del experimento, mayores tasas de
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inhibicion y menor produccidn de oxigeno en las muestras expuestas a irradiancias fijas (Figs. 4.8d,
4.10b). Estas respuestas diferenciales para ambos experimentos pueden estar asociadas a la
distinta composicion taxondmica de las comunidades de ambos extremos del estuario (i.e.,
comunidades dominadas por flagelados en el régimen externo, y por diatomeas en el interno), y a
su distinta historia luminica (comunidades adaptadas a ambientes mas transparentes en el
régimen externo y a ambientes mas turbios en el interno). Algunos estudios realizados con
comunidades antarticas han demostrado que, en general, los flagelados son mas vulnerables a la
RUV que las diatomeas (Villafafie et al., 1995b), mientras que Kopczynska (1992) y Villafafie et al.
(1995a) han reportado la presencia de flagelados en areas de mezcla profunda, por lo que se
espera que estos organismos sean mas sensibles a la RUV debido a su historia previa luminica a
bajas irradiancias medias, coincidiendo con los resultados obtenidos aqui de mayor inhibiciones en
la comunidad marina dominadas por este grupo. Sin embargo, la respuesta de las comunidades de
ambos extremos del estuario cambié a medida que avanzaba el experimento, coincidiendo con
estudios de mediano plazo donde las incubaciones a irradiancias fijas condujeron a valores de
inhibicion mas bajos (durante el dia 1) o mas altos (después de varios dias) en comparacion con las
muestras mezcladas (Bertoni et al., 2011). Al final del experimento, las diferentes tasas de
inhibicion y produccién de oxigeno con respecto al comienzo del experimento podrian estar
relacionadas con los procesos de aclimatacién (Banaszak, 2003) o por los cambios observados en
la estructura de las comunidades de fitoplancton (Figs. 4.2d; 4.7d) (Sommaruga, 2003). Por otro
lado, el efecto del aporte de nutrientes y la acidificacion (i.e., condicién Futuro) fue similar a lo
largo del experimento (tanto para los tratamientos Estatico como Mezcla), con excepcién del dia 5
en el régimen externo (Figs. 4.3d, 4.5b, 4.8d, 4.10b). Este cambio después de 5 dias de exposicién
podria estar relacionado al hecho de que las células expuestas a acidificaciéon (condicion Futuro)
experimentan un alto estrés luminico en comparacidon con las células en la condicidn Presente,
debido a que los mecanismos de concentracién de C inorganico estan regulados negativamente
por la acidificacién (Hoppe et al., 2015). Esto podria resultar en una menor capacidad para hacer
frente a altas irradiancias y podria aumentar la fotoinhibicion del FSII bajo irradiancias fluctuantes
(Beardall y Giordano, 2002); en cambio, bajo irradiancias constantes, la fotoaclimatacion a altos
niveles de radiacién no seria necesaria (Hoppe et al., 2015).

En base a los resultados presentados aqui, se propone que un escenario de cambio global futuro
producird aumentos significativos en la inhibicion fotoquimica del FSIl y disminuciéon en la

produccidon de oxigeno, y cambiard la composicién de la comunidad de ambos regimenes del
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estuario del rio Chubut. Sin embargo, y dado que la interaccion de estos factores (i.e., radiacién
solar, agregado de nutrientes, mezcla y acidificacion) no se ha examinado previamente por
manipulacidn experimental simultanea, sera necesario obtener mas informacién para comprender
completamente las respuestas de los organismos autétrofos tanto a corto como a mediano plazoy

para las comunidades que se van sucediendo a lo largo de la sucesidn anual.
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Capitulo 5:

Conclusiones Generales
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Las aguas costeras del Océano Atlantico Sur (OAS) son una de las mas productivas del mundo,
mantenida por densas floraciones de fitoplancton. Estas floraciones se han asociado a condiciones
climaticas calmas que permiten la formaciéon de una capa superficial de mezcla (CSM) poco
profunda y bien iluminada. En Bahia Engafio, histéricamente, las floraciones de invierno
alcanzaban su maxima concentracién de Clor-a y de abundancia de células en el mes de junio y
estaban dominadas casi en su totalidad por la diatomea microplancténica Odontella aurita. Sin
embargo, durante el afio 2015 se observd un nuevo patrén meteorolégico, con muchos dias de
vientos fuertes de direccion Norte, apartdndose de las condiciones calmas observadas en el
pasado. Este nuevo patrén de viento fue el factor mas importante que afecté a la dindmica del
fitoplancton del régimen externo del estuario del Rio Chubut, impidiendo el inicio de la floracion a
inicios del invierno durante el afio 2015 que, en cambio, ocurrié hacia el final del mismo (agosto).
Ademas, la floracion del afio 2015 tuvo una mayor proporcion de células nanoplancténicas (en
comparacién con los datos histéricos) y estuvo co-dominada por Odontella aurita y Thalassiossira

spp. Asi, estos resultados permitieron responder a la primera hipdtesis planteada:

H1: En condiciones de alta intensidad y duracidn de viento, no se desarrollard el bloom invernal de

fitoplancton, caracteristico de la region Patagonica.

En base a los resultados descriptos anteriormente, no se rechaza la H1. Estos resultados se
muestran en el Capitulo 2 y sirvieron como linea de base para conocer las condiciones actuales
bajo las cuales se encuentra el fitoplancton. Para poder responder otros objetivos e hipdtesis
planteados en esta Tesis, se hizo necesario realizar experimentos con comunidades naturales a lo

largo de la sucesién anual. En el Capitulo 3 se pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

H2) El aporte de nutrientes actua en forma antagodnica con la RUV y una CSM poco profunda,

contrarrestando los efectos negativos de los mismos sobre la eficiencia fotoquimica a corto plazo.

La H2 se rechaza tanto para las comunidades marinas como de rio a lo largo del afio ya que el
agregado de nutrientes no tuvo generalmente efecto sobre las tasas de inhibicion y recuperacion
durante el dia 1 de los experimentos, y esto puede estar relacionado con el hecho de que las

especies necesitan tiempo para aclimatarse a las nuevas condiciones.
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H3) El aporte de nutrientes, conjuntamente con una CSM poco profunda selecciona, a largo plazo,

células grandes (i.e., microplancton) aclimatadas a altas irradiancias.

Si bien hacia el final de los experimentos realizados con comunidades marinas, en la mayoria de
los casos, las células nanoplancténicas fueron las dominantes, se observd un aumento en la
proporcién de células grandes (i.e., microplancton), principalmente en aquellos tratamientos que
recibieron nutrientes adicionales y que fueron expuestos a una CSM somera. Asimismo, hacia el
final de los experimentos realizados con comunidades de rio también se observé dominancia de
células nanoplanctdnicas, pero no se detecté un aumento en la proporcion de células de mayor
tamafio, e incluso en algunos casos esta se vio reducida. Por lo tanto, la H3 no se rechaza para las
comunidades del régimen externo (mar), pero se rechaza para las comunidades del régimen

interno (rio).

H4) El impacto conjunto de la radiacion solar, CSM poco profunda y aumento de nutrientes es:

H4a) mayor en invierno que en verano, y H4b) mayor en el rio que en el mar.

Para responder a estas hipdtesis se considera por un lado la estacionalidad, y por otro lado las
diferencias entre las comunidades de rio y mar:

Los resultados obtenidos para el régimen externo, mostraron que las células de fitoplancton que
dominaron en el periodo del bloom (i.e., comunidades de invierno) presentaron mayor
fotoinhibicién y mayor dafio no reparado a lo largo del dia, que las comunidades del pre- y post-
bloom. Las comunidades del régimen interno, por su parte, mostraron tasas de inhibicién y de
recuperacion similares a lo largo del afio. En base a estos resultados no se rechaza la H4a para las
comunidades marinas, pero se rechaza para las de rio.

Por otro lado, al comparar las respuestas entre las comunidades estudiadas (i.e., mar y rio) se
observd que las tasas de inhibicion y de recuperacion (y por lo tanto, el dafio no reparado a lo
largo del dia) al inicio y al final de los experimentos fueron generalmente similares para ambas
comunidades. Ademas, hacia el final de los experimentos, en las comunidades marinas se observo
reduccion en los ETR, pero este patron no fue observado en las de rio. Los resultados sugieren que
las comunidades de rio se aclimataron mejor a las nuevas condiciones impuestas y ademas estas
comunidades mostraron tasas de crecimiento y abundancias superiores respecto a las

comunidades marinas, hacia el final de los experimentos. En base a esto se rechaza la H4b.
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Finalmente en el Capitulo 4 se evalud la Ultima hipdtesis de esta Tesis:

H5) Las condiciones futuras de cambio global de bajo pH, altos nutrientes y RUV, junto a la
fluctuacion de radiacion dentro de la CSM, cambia la composicion taxondmica y estructura de
tamanos de la comunidad fitoplanctdnica, beneficiando a células mds resistentes y de mayor

tamafo, y con mayores tasas fotosintéticas.

Los resultados de los experimentos realizados con comunidades del post-bloom de los regimenes
externo e interno del estuario mostraron que tanto al inicio como al final de los experimentos las
células nanoplanctdnicas fueron las predominantes. Sin embargo se observé que bajo la condicién
Futuro, la composicion de la comunidad de fitoplancton cambia hacia una dominada por
diatomeas (con un incremento en la proporciéon de aquellas de mayor tamafio), acompafado de
un leve aumento de los dinoflagelados para el régimen externo, y un aumento en la proporcién de
criptofitas (i.e., nanoplancton) para el régimen interno, con altas tasas de crecimiento. En base a

esto es que no se rechaza la H5 para las comunidades marinas, pero se rechaza para las de rio.

5.1 Perspectivas futuras de investigacion:

En base a estos resultados, es evidente la importancia de implementar programas de control y de
monitoreo en el estuario del Rio Chubut a lo largo del tiempo, considerando variables relacionadas
con el clima (e.g., radiacion, temperatura, vientos, precipitaciones) y/o con actividades humanas
(e.g., cantidad de nutrientes de origen antrépico, efluentes provenientes de industrias pesqueras,
fertilizantes agricolas) para obtener informacion y datos certeros que permitan a los politicos y
gestores ambientales tomar decisiones. Ademas, resulta necesario realizar experimentos con
comunidades fitoplanctdnicas de ambos extremos del estuario a lo largo del afio donde se evallien
de manera conjunta otras variables (ademas de las aqui consideradas), tales como la temperatura.
Finalmente, es necesario tener en cuenta la interaccion de estas comunidades con otros niveles
tréficos, para comprender de manera mas completa las potenciales respuestas de los ecosistemas

acudticos en un escenario de cambio global.
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ABSTRACT

Coastal waters of the South Atlantic Ocean (SAO) sustain one of the highest levels of production of the World's
ocean, maintained by dense phytoplankton winter blooms that are dominated by large diatoms. These blooms
have been associated to calm weather conditions that allow the formation of a shallow and well illuminated
upper mixed layer. In Bahia Engafio, a coastal site in Patagonia, Argentina (chosen as a model coastal ecosystem)
winter blooms recurrently peaked on June and they were dominated almost entirely by the microplanktonic
diatom Odontella aurita. However, during the year 2015, a new wind pattern was observed - with many days
of northerly high-speed winds, deviating from the calm winter days observed during a reference period
(2001-2014) used for comparison. We determined that this new wind pattern was the most important factor
that affected the phytoplankton dynamics, precluding the initiation of a June bloom during 2015 that instead oc-
curred during late winter (August). Furthermore, the 2015 bloom had a higher proportion of nanoplanktonic
cells (as compared to the reference period) and it was co-dominated by O. aurita and Thalassiossira spp. Other
variables such as nutrient supply and incident solar radiation did not have an important role in limiting and/or
initiating the June 2015 bloom, but temperature might have benefited the growth of small cells during August
2015. If these changes in the timing and/or the taxonomic composition of the bloom persist, they may have im-
portant consequences for the secondary production and economic services of the coastal SAO.
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1. Introduction

Coastal ecosystems worldwide are characterized by their high biodi-
versity and strong gradients in solar radiation, temperature and nutri-
ents (among others) making them sites of special ecological interest
(Cloern et al., 2014). Coastal areas represent a small fraction of the
total oceanic area i.e., ~5%, however, they are one of the most productive
ecosystems on the Earth (Uitz et al., 2010; Rousseaux and Gregg, 2014),
providing also highly valuable services (UNEP, 2006). Among these ser-
vices, food (in the form of fisheries catch) is one of the most important,
accounting for ~80 million tons yr~! over the globe, with a big share of
captures in temperate coastal areas (FAO, 2012). In particular, the coast-
al waters of the South Atlantic Ocean (SAO) sustain one of the highest
production levels of the World's ocean (Longhurst, 1998; Skewgar
etal,, 2007). They are also important for nursery and recruitment of sev-
eral species of commercial interest (e.g., hake, Argentine red and Pata-
gonian shrimp; Boschi, 1997), and breeding of several flagship species
(e.g., the austral right whale, orca and the Magellan penguin; IWC,
2013).

The high production, richness and biodiversity of species in the SAO
is maintained by dense phytoplankton blooms occurring all over the
continental shelf (Villafaiie et al., 2004; Romero et al., 2006; Guinder
et al., 2015) or at the shelf break (Saraceno et al., 2005; Painter et al.,
2010; Balch et al., 2014). These blooms may be directly or indirectly af-
fected by diverse drivers (e.g., vertical mixing, solar radiation, tempera-
ture and nutrients; Behrenfeld and Boss, 2014), including those of
anthropogenic origin. In particular, there is much concern about the im-
pact of excessive inputs of organic and inorganic nutrients via rivers
(which in turn is associated to human activities; Cloern et al., 2014) or
in the form of atmospheric dust (Jickells and Moore, 2015). These inputs
may result in an increase in the biomass and shifts in the phytoplankton
structure towards taxa that may be of low nutritional quality, inedible
or even toxic for consumers (Smith et al., 1999; Fauchot et al., 2005;
Carstensen et al., 2007). All these drivers can affect, in different degree,
the dynamics of coastal ecosystems, as well as the functioning and
timing of the annual phytoplankton succession, and particularly of the
blooms. Since the early work of Sverdrup (1953) on the potential causes
that trigger blooms, great efforts have been put to develop a general the-
ory; however, as today, there are many uncertainties respect to: 1) the
specific requirements that trigger these massive growth events,
2) when and how are they triggered and, 3) what factors (biotic or abi-
otic) influence their duration and intensity.

It is already known that blooms usually respond to changes in phys-
ical forcing originating in the coastal ocean (e.g., tides), the atmosphere
(wind), or on the land surface (precipitation and river runoff) (Paerl
et al., 1996; Carstensen et al., 2015). Some abiotic factors are known to
directly affect the initiation and the development of phytoplankton
blooms, such as light, nutrients (as essential requirements for photosyn-
thesis) and temperature (as catalyst of several enzymatic reactions in-
volved in the CO, uptake reactions; Toseland et al., 2013). Wind
(speed and direction) may also influence the strength and duration of
phytoplankton blooms, as it conditions the stratification and the depth
of the upper mixed layer (UML) that in turn, will control the light avail-
ability for photosynthesis (Yin et al., 2004; Fitch and Moore, 2007). For
the particular case of coastal areas of the SAO it was proposed (Villafafie
et al., 2004) that the phytoplankton blooms are triggered by the calm
weather conditions characteristic of the winter time. On the other
hand, during spring and summer, strong winds predominate, keeping
the cells circulating within a relatively deep and poor-illuminated
layer and thus the growth of phytoplankton is low (i.e., pre- and post-
bloom conditions; Villafafie et al., 2004; Helbling et al., 2005).

During the year 2015 we determined a change in the wind pattern
(as compared to previous years) for the area of Bahia Engafio - a coastal
site in the Chubut Province (Patagonia, Argentina). This change gave us
the opportunity to study the influence of this new wind pattern on the
onset and development of the phytoplankton bloom, using Bahia

Engafio as a model coastal ecosystem for coastal SAO. To this purpose,
we compared not only the patterns of wind but also of other abiotic var-
iables (solar radiation, temperature, nutrients, etc.) for the year 2015
against a reference period (2001-2014) to evaluate their impact on
the local phytoplankton dynamics. Our work has an evident usefulness,
as the understanding of the link between changes in abiotic factors and
the dynamics of phytoplankton blooms will allow for a prediction of
future impacts on the secondary production and, ultimately, on the re-
gional economy.

2. Materials and methods
2.1. Study area

Bahia Engafio is located at the mouth of the Chubut River (Patagonia,
Argentina) (Fig. 1). The flow of the Chubut River is regulated by the
Florentino Ameghino Dam, 150 km upstream of the river's mouth
(Fig. 1). The largest cities of the area (Trelew, Rawson, Gaiman, Dolavon,
~150.000 inhabitants in total, www.indec.gov.ar) are located in the fer-
tile Chubut River valley - between the dam and the river's mouth. In this
valley the river is diverted into several irrigation channels that supply
water for agricultural and animal breeding activities. About 80% of the
horticultural production of the Chubut Province is found along the mar-
gin of the Chubut River, in the last 100 km before it reaches the sea. In
the past decade, the land use for agricultural activities has doubled
and therefore, the use of fertilizers (mainly organochlorine and organo-
phosphate compounds) - without adequate control - had increased
(Antolini, 2012; Kopprio et al., 2015). Fishing industries also release
their wastes near the mouth of the river reaching, ultimately, Bahia
Engafio (Chiarandini Fiore et al.,, 2013). Thus the study area, as a
whole, can be considered as highly impacted by anthropogenic
activities.

2.2. Data

2.2.1. Meteorological data

Data for the reference period (2001-2014) and for the year 2015 for
the different meteorological variables (Table 1) were obtained as fol-
lows: Temperature, humidity, wind speed, and direction were continu-
ously obtained (one datum per minute) with a meteorological station
(Tecmes, model TS, Argentina) permanently installed (since 2001) on
the roof of the Estacién de Fotobiologia Playa Unién (EFPU; Fig. 1). Pre-
cipitation data were obtained from the database SIPAS (Sistema de
Informacién Patagonia Sur, www.sipas.inta.gob.ar) of the Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Trelew; ~15 km upstream
from the Rawson Bridge, Fig. 1).

Incident solar radiation is continuously measured (since 1999) using
an European Light Dosimeter Network (ELDONET, Real Time Com-
puters, Germany) broadband filter radiometer that measures photosyn-
thetically active radiation (PAR, 400-700 nm), ultraviolet A radiation
(UV-A, 315-400 nm) and ultraviolet B radiation (UV-B, 280-315 nm)
every second, with the data being averaged and stored every minute.
The instrument is permanently located on the roof of the EFPU and is
routinely calibrated (once a year) using a solar calibration procedure
(Ruggaber et al., 1994; Bjorn and Murphy, 1985). In this work we only
used data corresponding to the reference period (2001-2014) and for
the year 2015.

Area-averaged daily aerosol indexes (Al) for the Bahia Engafio area
were downloaded from the Earth's database of the National Aeronautics
and Space Administration (NASA) (Acker and Leptoukh, 2007). The data
were obtained by the Total Ozone Mapping Spectrometer - Earth Probe
(TOMS-EP; 2001-2004) with a global grid resolution of 1 x 1.25 de-
grees, and by the Ozone Monitoring Instrument (OMI; 2005-2015)
with a global grid resolution of 1 x 1 degrees. We only considered the
positive values of Al as they represent absorbing aerosols
(i.e., atmospheric dust).
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Fig. 1. Map of the study area showing the different sites in which data were obtained.

2.2.2. Hydrology and water chemistry data

River flow data (for the reference period and for the year 2015,
Table 1) were obtained from the Base de Datos Hidroldgica Integrada
(www.bdhi.hidricosargentina.gov.ar) of the Secretaria de Recursos
Hidricos (Argentina) at the Gaiman station (~40 km upstream from
the Rawson Bridge, Fig. 1). Physical (i.e., water temperature) and chem-
ical data (i.e., nutrients) from the reference period were obtained from
different published sources as well as from unpublished data collected
by our research group (Table 1). During 2015, surface water samples
(~0.5 m depth) were collected every 10-15 days at two sites: 1) the
outer regime (Bahia Engafio, at the mouth of the Chubut River and dur-
ing high tide, salinities > 33), and 2) the inner regime of the estuary
(Rawson Bridge, salinities < 1; Fig. 1) to determine physical (tempera-
ture and conductivity) and chemical characteristics (nutrients) of both
water bodies. Temperature and conductivity were measured in situ
using a multiparameter probe (Yellow Spring Instruments, model XLM
600, USA). The samples for chemical characterization of macronutrients
(NO5~ + NO3z, PO3 ™, Si0Z~; in triplicates) were immediately taken to
the EFPU (10 min away from both sampling sites), put in 100-mL High-
Density Polyethylene (HDPE) bottles and frozen (— 20 °C) until analy-
ses. These samples were analyzed using spectrophotometric techniques
(Strickland and Parsons, 1972).

2.2.3. Phytoplankton data

Due to the scarcity of biological data for the area, we used and ex-
tended the reference period (from 1986 to 2014), including all available
data for chlorophyll-a (Chl-a) concentration, taxonomic composition
and abundance of phytoplankton cells. These data were obtained from

Table 1

different published sources as well as from unpublished data collected
by our research group (Table 1). During 2015, Chl-a concentration and
phytoplankton taxonomic composition and abundance data were ob-
tained as follows: Surface water samples (triplicates) were collected at
the aforementioned sites (i.e., inner and outer regime of the estuary)
with an acid-cleaned bucket (1 N HCl), pre-screened (200 um-mesh)
to eliminate large zooplankton and put in acid-cleaned (1 N HCl) poly-
carbonate bottles (5 L) for further analyses/determinations. To deter-
mine the concentration of Chl-g, aliquots of 100-250 mL were filtered
onto Munktell GF/F filters (25 mm diameter) that were placed in
15 mL centrifuge tubes. Five mL of absolute methanol (Holm-Hansen
and Riemann, 1978) were added to the tubes that were then placed in
a sonicator for 20 min at 20 °C, and the extraction was completed
after 40 min more in darkness. After the extraction period, the samples
were centrifuged at 2000 rpm for 20 min and the supernatant scanned
from 250 to 750 nm, using a spectrophotometer (Hewlett Packard
model HP 8453E, USA). The Chl-a concentration was calculated using
the equation of Porra (2002).

Samples for identification and enumeration of phytoplankton were
put in 250-mL brown glass bottles, and fixed with buffered formalde-
hyde (final concentration 0.4% in the sample) or acid Lugol solution
(1% vol vol =) for sea and river samples, respectively. Sub-samples of
10-25 mL were allowed to settle for 24 h in Utermohl chambers and,
in the case of marine samples, a drop of Rose Bengal was added to better
distinguish organic material from detritus. Species were identified and
enumerated using and inverted microscope (Leica, model DM IL,
Germany) following the technique described in Villafafie and Reid
(1995). The biovolumes of the phytoplankton cells were calculated ac-
cording to Hillebrand et al. (1999). Biovolumes were then converted

Sources of data used in this study for the reference (2001-2014) and for 2015 periods, of solar radiation doses (ultraviolet A and B [UV-A and UV-B] and photosynthetically active radiation
[PAR]), temperature (air, seawater and river), wind (speed and direction), precipitation, river flow, Chl-a and phytoplankton abundance and composition, and nutrients.

Variable/period Frequency of data/number

of observations

Sources

Solar radiation (UV-A, UV-B, PAR) (2001-2015)
Air temperature (2001-2015)
Wind speed/direction (2001-2015)

Every minute
Every minute
Every minute

EFPU database (www.efpu.org.ar)

EFPU database (www.efpu.org.ar)

EFPU database (www.efpu.org.ar)

SIPAS database (www.sipas.inta.gob.ar)

BDHI database (www.bdhi.hidricosargentina.gov.ar)

Helbling (1989); Villafafie et al. (2004); Helbling et al. (2005, 2010);
Spinelli et al. (2016); Cabrerizo et al. (2017); EFPU (unpubl.)
Helbling (1989); Helbling et al. (2005); EFPU (unpubl.)

Helbling (1989); Barbieri et al. (2002); Helbling et al. (2005, 2010);

Villafafie et al. (2004, 2008); Spinelli et al. (2016); Cabrerizo et al. (2017); EFPU (unpubl.)

Precipitation (2001-2015) Monthly

River flow (2001-2015) Daily

Water temperature (1986-2015) (sea/river) Sea:n =162
River: n = 105

Nutrients (1986-2015) (sea/river) Sea:n =94
River: n = 76

Chl- a (1986-2015) n=194

Phytoplankton abundance/composition/C biomass n = 90

Sastre et al. (1994); Villafafie et al. (2004, 2008); Spinelli et al. (2016); EFPU (unpubl.)
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into carbon content (i.e., biomass) using the equations of Strathmann
(1967), considering the abundance of cells in the samples. The percent-
age microplankton was obtained as the number of microplankton cells
relative to the total of cells (*100), or by the biomass (as carbon) in
the microplacktonic fraction as compared to the total carbon biomass.
There was a good agreement between both methods of calculation
and thus the data presented is based on cell counts.

2.3. Data treatment

The biological data (i.e., Chl-a, carbon biomass, cell abundances and
percentage of microplankton and diatoms) are presented as box-plots
therefore medians, first and third quartiles, together with 1.5 of the in-
terquartile range (IQR) and outliers are shown. In the case of air, river
and seawater temperature data, the mean monthly values, and standard
deviations (SD) were calculated for the reference period as well as for
the year 2015. Mean monthly values and SD were also calculated for
the river flow, precipitation data, and aerosol index. In the case of
wind data, the mean numbers of days per year (i.e., frequency) having
the same maximum wind speed, with a resolution of 1 km h™ ! interval,
were calculated for the bloom period (i.e., winter) for both, the refer-
ence period and for the year 2015.

Normality and homoscedasticity of the data sets were tested using
the Shapiro-Wilks and Barlett tests, respectively (Zar, 1999). As the
data did not follow a normal distribution, statistical differences between
the year 2015 and the reference period data sets were established using
the non-parametric Mann Whitney U test.

3. Results and discussion
One of the most important characteristics of the South Atlantic

Ocean (SAO) is that it is exposed to intense winds almost all year around
(Gaiero et al., 2003; Gass6 and Stein, 2007) and thus the upper water

12 4

a reference period

Frecuency (days)
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column over the continental shelf is in general well mixed and with a
deep upper mixed layer, UML (Neale et al., 2003). Nevertheless, there
is a temporal heterogeneity in the wind patterns, being more intense
during spring and summer, and less so and variable during winter
(Villafafie et al., 2004; Helbling et al., 2005). We used the wind data
over our reference period to calculate the numbers of days per year
(i.e., frequency) with a certain wind speed, and a clear bi-modal curve
was observed during winter (Fig. 2a). The first peak of the curve in-
volves calm days, with low wind speeds (<15 km h™!) occurring during
winter and with a predominant west direction (Fig. 2a,c); during this
period there were up to 11 days with a maximum speed ca. 10 km
h~!. The second peak of the curve corresponds to high wind speeds
(up to 5 days with wind speeds ca. 40-45 km h~') occurring mostly
during spring and summer, as previously determined by Villafafie
et al. (2004) and Helbling et al. (2005). During 2015, however, a uni-
modal curve was determined (Fig. 2b) with up to 10 days with wind
speeds ca. 30-35 km h™!. Thus the characteristic calm days observed
during winter, for the reference period (Fig. 2a) completely disappeared
and instead, during winter 2015 the maximum wind speed was always
>15 km h™! and predominantly from the north (Fig. 2d).

Wind is an essential factor controlling phytoplankton dynamics, as
determined not only in the early work of Sverdrup (1953) but also in
other studies that proposed that strong winds could delay the initiation
of blooms, while calmer winds could promote their formation
(e.g., Arrigo et al., 1998; Collins et al., 2009; Ferreira et al., 2015). Previ-
ous reports (Fitch and Moore, 2007) indicate that phytoplankton bio-
mass and blooms in the Southern Ocean peaked at low wind speeds
(<18 km h™') whereas over this threshold their initiation was preclud-
ed (Weise et al., 2002). Thus, the changes in the wind pattern observed
during 2015 (Fig. 2) gave us a unique opportunity to analyze the impact
that it might have on the winter phytoplankton bloom in our study area.

The Chl-a concentration (Fig. 3a), phytoplankton carbon biomass
(Fig. 3b) and abundance of cells (Fig. 3c) show a clear pattern, with a

b 2015

1 summer
m A fall

N B spring

winter

0 20 40 60 80 100
Maximum wind speed (km h-")

c N
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Maximum wind speed (km h-')

Fig. 2. Wind speed and direction for the reference period (2001-2014) and for the year 2015. a, b) Mean frequency (number of days) of maximum wind speed (km h™') for summer, fall,
spring and winter. ¢, d) Mean frequency (number of days) for each wind direction during the winter of the reference and 2015 periods, respectively.
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winter phytoplankton bloom during the reference period peaking at the
month of June, and with pre- and post-bloom periods during fall, and
spring - summer, respectively. The median Chl-a, phytoplankton carbon
biomass, and cell abundances during the peak of the bloom were ca. ~30
pg Chl-a L™, ~450 ug C L~ ! and 3 x 103 cells mL™ !, respectively, but
values > 100 ug Chl-a L™ ' and >5 x 10 cells mL™! were previously re-
ported for two particular years (2000-2001; Helbling et al., 2005). Out-
side of the winter bloom period, the Chl-a concentration, biomass, and
phytoplankton abundance remained relatively low i.e., <10 pg Chl-
al™!,<50pg CL™'and 2 x 10° cells mL™! (Fig. 3a-c) although some
months had slightly higher values (e.g., early spring). These patterns
in phytoplankton abundance were in turn associated with the cell size
structure, with microplanktonic cells (>20 pm) dominating the winter
bloom during the reference period (Fig. 3d), being the diatom Odontella
aurita the dominant species (>80% of the diatom contribution, Fig. 3e).
The microplankton diatom dominance reported during the winter
bloom period is consistent with other studies (Marafion et al., 2012;
Harding et al., 2015) that showed a higher proportion of diatoms in
communities that had high availability of resources and phytoplankton
biomass. Moreover, the fact that these blooms in the SAO are almost
completely dominated by large diatoms (i.e., Odontella aurita) agrees
with the idea that estuarine-coastal waters act as diatom-producing fac-
tories that provide huge amounts of high-value food to consumers and
regulate the global silica cycling (Agusti et al., 2015). During the pre-
and post-bloom periods, however, nanoplanktonic cells (2-20 um;
i.e.,, mostly unidentified flagellates) were the most conspicuous
(Fig. 3d). Even more, a survey carried out during the summer of 2006
in the study area (Villafafie et al., 2008) determined high biodiversity
of picoplankton (<2 pm) using HPLC techniques, with chlorophytes,
cyanobacteria and cryptophytes being the most representative groups
and accounting up to 30% of the total phytoplankton biomass; thus
picoplankton, although not evaluated in this study, might be numerical-
ly important in the area when diatoms are not dominant. Dinoflagel-
lates never contributed for an important share (<2% of total
abundance, with a maximum concentration of ~60 cells mL™'), but it
is worth to mention that Alexandrium tamarense, found in the samples
mostly during the post-bloom is responsible for red tide events
(Gayoso, 2001). The low contribution of dinoflagellates found in our
study and also in a recent meta-analysis (Carstensen et al., 2015) can
be attributed to the fact that they are poor competitors, as compared
with fast-growing diatoms such as O. aurita. Moreover, a previous
work (Smayda and Reynolds, 2003) reported that dinoflagellates are
not able to compete with diatoms because of their low nutrient uptake
capacities and their low growth rates under the replete-nutrient condi-
tions as found in coastal waters. Also, a study carried out in the Baltic Sea
proposed that dinoflagellates are only relevant contributors to the com-
munity when they develop alternative biotic strategies other than pho-
tosynthesis to obtain carbon and/or nutrients, i.e. mixotrophy or
allelopathic interference (Spilling and Markager, 2008). In contrast to
the above described phytoplankton dynamics, during 2015 there were
two significant deviations (as compared to the reference period): The
first one was related to the significantly lower values of Chl-a, carbon
biomass and cells abundance during June of 2015 as compared to June
bloom characteristic of the reference period (Fig. 3a—c). Furthermore,
the 2015 bloom occurred later in the season i.e., on August (Fig. 3a-c).
The second deviation was related to the size structure and composition
of the phytoplankton community, with microplankton and diatoms ac-
counting for <40% dominance during June 2015 as compared to the
>80% during the reference period (Fig. 3d, e). In addition, the late
bloom observed during August 2015 (Fig. 3a-c) was co-dominated by

Fig. 3. Box plots showing the monthly median, first and third quartiles, together with 1.5 of
the interquartile range (IQR) and outliers, for both the reference period and the year 2015
for: a) Chl-a concentration (in pg Chl-a L™ 1), b) Phytoplankton biomass (in pg CL™');
c) Total phytoplankton abundance (in cells x 10° mL~'), d) Percentage of
microplankton (>20 pm) and, d) Percentage of diatom contribution. The X indicates
significant differences between the reference period and the year 2015.
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nanoplanktonic diatoms such as Thalassiosira species (10-20 um in di-
ameter) together with O. aurita.

It was proposed for the study area (Villafafie et al., 2004; Helbling
et al., 2005) that the stratification of the water column (i.e., shallow
upper mixed layer, UML) during the winter was the key factor for the
development of the intense phytoplankton blooms observed during
the reference period. The underlying mechanism that allowed the
growth of phytoplankton was such that stratification resulted in higher
solar radiation availability during this low-light period, allowing the
cells to take full advantage of nutrients. On the other hand, the intense
vertical mixing due to the strong winds - characteristic of mid-
latitudes of the SAO - precluded the development and/or the mainte-
nance of the bloom during the rest of the year (e.g., spring and summer).
This is in agreement with a recent survey of 86 estuarine-coastal sites
that showed that the occurrence of blooms did not follow a response
pattern across gradients of temperature, salinity or nutrient concentra-
tions; rather, the wind direction and/or speed was the main variable di-
rectly related to the bloom occurrence and its timing (Carstensen et al.,
2015). The differences in the stratification (due to differences in wind
conditions) throughout the annual succession during the reference pe-
riod are also seen in the C/Chl-a ratio, that had significantly higher
values during the June bloom (value of 18) in spite of the relatively
low irradiance during winter, as compared to the rest of the year (values
<8). These values, although somehow lower than in other parts of the
World's ocean (i.e., 15-176; Sathyendranath et al., 2009) reflect the rel-
atively deep mixing for most of the year, and the low-light history of
these cells. In June of 2015 however, the C/Chl-a ratio was <5,
supporting the view that the strong northerly winds mixed the water
column, thus exposing the phytoplankton to relatively low solar radia-
tion levels. During August 2015 (bloom period) the irradiance was
higher and thus the C/Chl-a ratio during this month also increased
(value of ca. 15).

The phytoplankton dynamics also depends on other variables such
as solar radiation (Platt and Jassby, 1976; Mitchell et al., 1991; Cloern,
1996), temperature (Sobrino and Neale, 2007; Yvon-Durocher et al.,
2015) and nutrients (Paerl, 2007; Lancelot and Muylaert, 2011). Thus
we analyzed and compared the patterns of these variables during
2015 and the reference period to evaluate if there were changes that
may also accounted for the lack of a bloom during June 2015. The
mean daily doses for surface solar radiation i.e., PAR (400-700 nm)
and for ultraviolet radiation (UVR, 280-400 nm) during 2015 were
comparable to the reference period with the exception of a few months
(June to August) when they were slightly, but significantly lower in the
former (data not shown). These differences in solar radiation doses
were so small that we consider that they were not enough to solely ex-
plain the lack of a phytoplankton bloom during June 2015, but they con-
tributed to decrease the irradiance received by the cells in the water
column. Nevertheless, previous experimental and modeling results in-
dicate that a critical light intensity is needed to trigger a phytoplankton
bloom (Siegel et al., 2002; Sommer and Lengfellner, 2008).

In the water column however, solar radiation is further reduced by
the presence of dissolved and suspended organic material from riverine
and eolic origin, and it is expected that their amounts will increase in
the future due to the growth of cities and their associated economic ac-
tivities (Rabalais et al., 2009; Cloern et al., 2016). In the study area, the
monthly precipitation values (Fig. 4a) during 2015 were in general
lower than during the reference period, and this might be associated
with the 2015 EI Nifio event that caused less precipitation than the av-
erage in the Patagonian area (https://www.ncdc.noaa.gov/sotc/global/
201513). This pattern was also observed (Fig. 4a) in the river flow
(with the exception of April and September 2015) that had a yearly
mean of 26.8 m? s~ (SD = 4.5) and 37.9 m? s~ (SD = 2.6) during
the year 2015 and the reference period, respectively. The river flow is
controlled by the Florentino Ameghino Dam and this is why there is lit-
tle or no correlation in the monthly means between precipitation and
river flow. It could argued that as the river flow and precipitation
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Fig. 4. a) Monthly precipitation (in mm, symbols and deviations) and river flow (in
m®s~!, shaded areas) for the reference (green) and 2015 periods (orange); b) Daily
aerosol index (Al) for the reference period (green squares) and year 2015 (orange
circles); the shaded green area covers the maximum and minimum values for the
reference period. The X represents significant differences between the reference period
and the year 2015. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)

were lower in 2015 than in the reference period, lower amounts of dis-
solved and particulate materials would be dumped into the coastal
areas, thus counteracting somehow the lower solar radiation levels de-
termined during winter in 2015. However, if there was a decrease in the
amount of materials carried by the river, this was not reflected in the
C/Chl-a ratio (as mentioned above) that during June 2015 was low
(<5), highlighting for the low-light history of the cells. The other source
of particulates (eolic aerosols i.e., dust and smoke Acker and Leptoukh,
2007), estimated through the monthly mean aerosol index (Al), varied
between 0.7 and 1.4 (Fig. 4b) for both, 2015 and the reference period;
the only exceptions were July and September of 2015, when the Al
values were significantly higher than during the reference period. How-
ever, a particular event gave rise to a maximum reference Al of ca. 10
during June 2011, when the Puyehue volcano erupted in the Andes
(~700 km west from Bahia Engafio) but ashes reached soon the study
area, as aerosols in general (and the Patagonian dust in particular) can
travel long distances over the continents and seas such as the SAO re-
gion (Johnson et al., 2011; Li et al., 2010). This event resulted in a de-
crease in the underwater radiation levels in the study area; however,
it did not affect photosynthesis and growth during the bloom period
(Villafafie et al,, 2013).

Nutrients are also essential for photosynthesis and growth, and in
the coastal SAO they originate from local upwellings (Pisoni et al.,
2014), river inputs (mainly associated to anthropogenic activities
i.e., agricultural and land use; Giraud et al., 2008) and dust deposition
from eolic origin (Jickells and Moore, 2015; Song et al., 2016). Thus it
can be argued that the reduced precipitation and river flow during
2015 would decrease the amount of nutrients brought into the coastal
areas, potentially modifying the dynamics of the bloom. However, and
although there were differences in the nutrient concentrations between
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Fig. 5. Box plots showing the monthly median, first and third quartiles, together with 1.5 of the interquartile range (IQR) and outliers, for both the reference period and the year 2015 for: a,
b) Silicate concentration (in pM), at sea and river, respectively. ¢, d) Phosphate concentration (in pM), at sea and river, respectively. e, f) Nitrite + nitrate concentration (in uM), at sea and
river, respectively. The X represents significant differences between the reference period and the year 2015.

2015 and the reference period (Fig. 5) they were probably not the main
drivers behind the changes in the phytoplankton dynamics. Silicate con-
centrations were always higher in the river than in the sea (Fig. 5a,
b) but high values were observed at the sea during April and September
2015, coinciding with the two peaks of river flow (Fig. 4a) during this
year. This increase in silicate, however, was not reflected in the domi-
nance of diatoms or in the relative proportion of microplankton
(Fig. 2d, e). In the case of nitrogen and phosphorus (Fig. 5c-f), and de-
spite their high variability throughout the year, their patterns during
the reference years and during 2015 in both the river and the sea
were rather similar, for most of the time. This suggests little use of nutri-
ents within the estuary, and that much of them, transported by the river,
reached the ocean. However, significantly higher values in 2015 (as
compared with the reference period) were determined for phosphate,
both in the river and the sea (Fig. 5¢, d), and nitrite + nitrate at the sea-
water end of the estuary (Fig. 5e), with values that sometimes surpassed
the maximum registered during the reference period reported here. The
high amounts of phosphate are probably related to the more intense use
of land (i.e., agricultural activities and excessive use of fertilizers;
Kopprio et al., 2015), mainly in the form of organophosphates
(Antolini, 2012). On the other hand, the high amounts of nitrogen ob-
served at the sea end of the estuary, that far exceeded those registered
in the river, may originate from the fish processing factories
(Arvanitoyannis and Kassaveti, 2008) located at the mouth of the river
(Chiarandini Fiore et al., 2013). Overall, we conclude that nutrients
were not limiting throughout the year; even more, during 2015 their
concentrations were in general higher than during the reference period
therefore, the lack of a bloom during June 2015 was not directly related
to nutrients availability.

Finally, we evaluated the water temperature patterns during 2015
and the reference period. At the sea end of the estuary, higher temper-
atures were determined during 2015, as compared with the reference
period, mainly in summer and fall (Fig. 6). Thus seawater was warmer
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Fig. 6. Monthly temperature (°C) average (&£ SD, vertical lines) for seawater and river
during the reference (green squares) and 2015 periods (orange circles). The green
shaded areas cover the maximum and minimum values for the reference period. The X
represents significant differences between the reference period and the year 2015. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)
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during August 2015 than in the past (Fig. 4b) and this temporally coin-
cided with the maximum Chl-a and cell abundances observed (Fig. 3b,
c). This slight, but significant increase in temperature during August
2015 might partially explain the changes in the phytoplankton size
structure towards a higher proportion of small nanoplankton species
(Fig. 3d). This is in agreement with other studies (Winder and Hunter,
2008; Lewandowska and Sommer, 2010) that determined the key role
of temperature in shaping the size structure of the community. In par-
ticular, other studies conducted in the SAO (north of Bahia Engafio) re-
ported changes in the phytoplankton community towards the
dominance of small diatoms such as Cyclotella and Thalassiosira that
were associated to the combined effects of increased water temperature
and changes in precipitation patterns (Guinder and Molinero, 2013).

4. Conclusions

SAO coastal areas deserve much attention due to their high produc-
tivity and their key role as breeding and nursery areas for species of eco-
logical and economical interest. This is an under-sampled area as
compared to other parts of the World's ocean, so our work presented
here add relevant information about recent changes in wind patterns
and how this affected the phytoplankton dynamics in this coastal sys-
tem. The delay of the annual phytoplankton bloom in Bahia Engafio dur-
ing 2015, as well as the reduction in its intensity clearly highlight for an
important influence of physical mechanisms as disturbance agents that
can disrupt the balance between phytoplankton division and grazer
consumption (Behrenfeld and Boss, 2014). In the coastal SAO, wind pro-
vides by itself the necessary mechanism to trigger or to delay blooms.
These changes in the timing and intensity of the bloom, tied to shifts
in the size structure of the bloom community towards smaller cells,
can alter the subsequent ecosystem feedbacks due to the coupling pred-
ator (zooplankton) - prey (phytoplankton), negatively impacting the
food quality and quantity for the zooplankton community and thus,
the energy transference to higher trophic levels.

This work allowed us to establish a starting point for temporal pat-
terns and variability of different biotic and abiotic factors for the last de-
cades, and it constitutes the first step to understand potential changes
that are expected for the future. It is obvious, from the type of data ob-
tained so far (with important gaps in time and effort to collect the data),
the necessity of implementing more rigorous and new monitoring and
control programs over long-term. Such programs should consider
other variables related with climate (e.g. winds) and/or human-being
activities (e.g. amount of nutrients of anthropogenic origin, effluents
from fisheries, agricultural fertilizers) to obtain more precise predic-
tions that would allow policymakers and environmental managers to
take decisions based on solid empirical evidences.
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