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Resumen

Efecto combinado de la radiacidn ultravioleta yaleemperatura sobre especies y

comunidades fitoplanctonicas. Aproximacién a ureeado de cambio climatico

Silvana R. Halac
Doctorado en Ciencias Bioldgicas

Universidad Nacional de Cérdoba, 2013

El cambio global ocurre por la accidén de las adtdes antropicas sobre algunas variables
fisicas. La radiacion ultravioleta (RUV) es potetiente dafiina para los organismos,
mientras que el incremento de la temperatura sgj@rbceanica, podria causar efectos
antagonicos o sinérgicos con la RUV. El objetivoegal de esta tesis fue estudiar el efecto
combinado de la RUV-temperatura sobre la fotositgsel crecimiento de especies
fitoplancténicas y el impacto de estas variableReastructura de las comunidades marinas
de la Patagonia; a modo comparativo, se realizaedo@jos con comunidades marinas del
Caribe. Para lograr este objetivo se realizaroreex@ntos de corto y mediano plazo bajo
radiacion solar y/o artificial con cultivos monoesfiicos y con comunidades naturales.

En general, el efecto negativo de la RUV sobreokasintesis se contrarresto
parcialmente por el aumento de la temperatura, wungxistieron diferencias
interespecificas en la tolerancia a la RUV, lo geerelaciond con los mecanismos de
fotoproteccion. El efecto de la RUV no fue tan ewvitt en las comunidades de la
Patagonia, ya que su composicion inicial fue elgypal factor que condiciono los cambios
en su estructura. Las comunidades del Caribe, mbioafueron afectadas negativamente

por la combinacion RUV-temperatura, especialmeagallatomeas grandes.



Summary

Combined effects of ultraviolet radiation and tenapare on species and phytoplankton

communities. An approach to a scenario of climaenge.

Silvana R. Halac
Doctorado en Ciencias Bioldgicas

Universidad Nacional de Cérdoba, 2013

Global change is the result of the anthropogentwides on several physical variables.
Ultraviolet radiation (UVR), is potentially damagirfor organisms while increased sea-
surface temperatures, could cause antagonistinergistic effects with UVR. The general
objective of this thesis was to assess the combegféects of UVR-temperature on
photosynthesis and growth of phytoplankton speaies their impact on the structure of
marine communities of Patagonia; for comparativeppses, some studies with marine
communities of the Caribbean were carried out. dlueve the objective, short- and mid-
term experiments under solar and/or artificial aidn were carried out with monospecific
cultures and natural communities

In general, the negative effect of UVR on photokgsts was partially counteracted
by increased temperatures, although there wereespecific differences in the UVR
tolerance, which was related with photoprotectivechanisms. UVR effects were not
particularly evident in communities of Patagonig.ti@eir initial composition was the main
factor conditioning structural changes. Caribbeammunities, however, were negatively

affected by the combination of UVR-temperature eesly large diatoms.



CAPITULO 1. Introduccién



1.1 CONCEPTOS GENERALES

1.1.1 Radiacién solar

La radiacion solar que llega a la estratosferaienatuna considerable cantidad de
radiacion de longitudes de onda mas cortas, y@tanto mas energéticas, que la radiacion
visible o fotosintéticamente activa (PAR, 400-708@)nLa radiacibn comprendida en el
rango de 100-400 nm constituye la regién del espetdnominada radiacion ultravioleta,
(RUV). Las longitudes de onda mas cortas (radiaalmavioleta C, RUV-C, 100-280 nm)
son absorbidas por completo por el oxigeng) §Oel ozono (@) estratosféricos, mientras
gue las longitudes de onda en el rango de 280-81%adiacion ultravioleta B, RUV-B)
son filtradas eficiente pero no completamente p@sgfinalmente, las comprendidas entre
315-400 nm (radiacion ultravioleta A, RUV-A) soroQueadas muy poco por e} Ypor lo
tanto transmitidas mas facilmente a la superfiereestre (Fig. 1.1). La intensidad de la
radiacion solar en cualquier banda del espectrar quliede cuantificarse mediante la
irradiancia, que es la magnitud de radiacion inétsea incidente en un area y sus unidades
son generalmente watts por metro cuadrado (Y).ira dosis de radiacién, por su parte,
depende tanto de la intensidad de radiacion conta deracion de la exposicion y se mide

en joules por metro cuadrado (J%)m
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Figura 1.1. Espectro de la radiacién solar indicando las lnaigis de onda correspondientes a la
radiacion visible (PAR) y ultravioleta (RUV). En Empliacion se muestran las tres bandas de
RUV: RUV-C, RUV-B y RUV-A.



Los niveles de RUV-B que llegan a la superficieestre son altamente variables de
acuerdo al angulo cenital y a efectos locales tateso presencia de contaminantes,
reflexion y nubosidad. Estos factores producen mgémente una disminucion de la
transmision atmosférica de la RUV-B, como asi t&mbie otras longitudes de onda
(Madronich et al., 1998). Otro factor importanteeqeontribuye a la distribucion de la
radiacion solar en la superficie terrestre es lgadidn geografica, debido a los efectos
asociados con el angulo cenital (i.e., latitud)i, A& regiones tropicales son aquellas donde
se registran las irradiancias solares maximas deb@idjue en estas latitudes los rayos
solares son perpendiculares a la superficie teereBor otro lado, en latitudes medias y
altas, la intensidad de la radiacién solar es mdabrdo a que el angulo cenital en que ésta
llega a la superficie terrestre es mayor. Asimisla® proporciones de las diferentes bandas
de radiacion solar (por ej. PAR/RUV; RUV-A/RUV-Baran latitudinalmente no solo
debido a cambios en el angulo cenital (i.e., ali@ordiferencial en funcién de la longitud
de onda) sino también a la diferente concentrad@@;. El grosor de la capa estratosférica
de G aumenta desde los trépicos hacia los polos, eesldt en irradiancias menores de
RUV-B en los polos en comparacién con latitudes ares (Fig. 1.2). Finalmente, existe
evidencia que la RUV y la PAR aumentan en aproxanshte un 20 y un 10%
respectivamente cada 1000 metros de altura (Bluenteaal., 1992; Andrade et al., 1998).
Por lo tanto, los sistemas acuaticos de montafiansentrarian expuestos a mayores
irradiancias que aquellos ubicados al nivel del, mada misma latitud.
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Figura 1.2. Esquema de la capstratosférica de ozono donde se muestra la vanidafibudinal de
su grosor y la diferencia en la proporcion de F-B que llega a la tropésfera entre los polos
trépico.

1.1.2 Cambio global

El cambio global es un fendmeno complejo que ocdebido a quealgunas
variables fisicas somfluidas por las actividades antrépicas. Una de ellas eRU¥,
afectada pord reduccion de la capa de; estratosférico debido a la presencia
compuestos clorofluorocarbonados (CFCs), entresdiver revision de Staelin et al.,
2001). En particular, la pérdida de incrementa la fraccion de la RUV mas energéti
potencialmente dafina para los organismos vivoRU&-B. Esta disminucion es mt
marcada en la Antartida, aunque también ha siderebda en el Artico ‘en latitudes
medias de ambos hemisferios, por lo que muchossteosms marinos y de agua du
templados estarian potencialmente expuestos asidel RU-B mas altos de los que h
recibido histéricamente (De Mora et al., 2000; Heth & Zagarese, 20(, Hader et al.,
2003). El “agujero de ozono” sobre la Antartidahsee notorio durante la primave
austral (Septiembre a Noviembre), ya que se en@etnfinado en una estructt

atmosférica llamada “vortice polar” (Fig. 1
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Figura 1.3. Vista polar del “agujero de ozono” para el diadéONoviembre de 2011. Se observa la
influencia del vortice polar en el sur de la PamagoDatos obtenidos de TOM&dodart Space
Flight Cente} (http://ozoneaq.gsfc.nasa.gov).

La Region Patagonica estd ubicada en el extremdes#meérica, y se encuentra
relativamente cerca del continente Antartico, poglie se encuentra ocasionalmente bajo
la influencia del vortice polar, es decir, recibeetes de RUV-B mas elevados en relacion
al resto del espectro solar durante ciertos pesiddelbling et al., 2005). En esta region se
han establecido varias redes de medicion contieuaivkles de @e incidencia solar, las
cuales han registrado eventos de disminucién gal@ante los meses de Octubre y
Noviembre (Villafafie et al., 2001). Los incrementlssRUV-B asociados a estos eventos
han sido demostrados a 300 nm (80% con una redudg0l5% de ¢) Bojkov et al.,
1995), a 296-297 nm (500% con 65% menos en la otreadon de @ Kirchhoff et al.,
1997) o utilizando la razon 305/340 nm (Orce y Heth 1997). Este ultimo estudio
demostré que aunque el aumento relativo de irradiaam 305 nm se produce durante el
mes de Octubre, los valores de irradiancia abselstm mayores en verano. Asimismo,
Diaz et al. (1994) proponen que la combinacion dgulds cenitales bajos con la

disminucion de @moderado durante el verano produciria mayor imphauitwgico de la
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RUV-B que en primavera, cuando la caida de la curme&on de @es mucho mas
pronunciadgero el angulo cenital es mayor.

Otra de las variables afectadas por el cambio thmé&s el incremento de la
temperatura debido al aumento en la emision desgesernadero. El fendbmeno de
calentamiento global o efecto invernadero ha sidservado en diferentes regiones
(Comiso et al.,, 2008; Velicogna, 2009) y las preidices hechas por el Panel
Intergubernamental de Cambio Climatico (IPCC, 20@Wican que la temperatura
oceanica incrementaria aproximadamente 3-5 °C [gh@4&00 debido a este proceso. Una
de las consecuencias del aumento de la tempetaémica seria la mayor estratificacion
de la columna de agua, no so6lo por el efecto dmtahiento directo sino también debido a
la fusion de los hielos. En esta condicion de magairatificacion las células también
estarian expuestas a mayores niveles de RUV (Beldeat al., 2006). Asimismo, el
calentamiento global ha sido reconocido como unofade incremento potencial del
impacto de la RUV en latitudes altas y medias ya aplemas de producir el calentamiento
de la troposfera, provoca simultdneamente al enfeiato de la estratosfera, lo que
favoreceria la destruccion del; @Hartmann et al., 2000). En dicho escenario, las
predicciones de recuperacion de la capa de ozen@nsretrasadas por aproximadamente
dos décadas, lo que prolongaria los efectos déJM-R sobre los ecosistemas acuaticos.
Por todo lo anterior, el estudio de la interacadtre el calentamiento global y el aumento
de la RUV debido a la disminucion dg @a despertado especial interés en las dltimas
décadas y varios autores han destacado la imp@tdacevaluar el efecto conjunto de la
RUV y de la temperatura para predecir la respuissias ecosistemas acuaticos en futuros
escenarios de cambio climatico global (Williams2002; MacFadyen et al., 2004; Sanders
et al., 2005).

Otro de los eventos asociados al cambio globalddelasl aumento del CO
atmosférico y la absorcion de parte de éste padaas superficiales, es la disminucion del
pH del agua (Caldeira & Wickett, 2005; Doney et 2008; Feely et al. 2008). El proceso
de acidificacion altera los ciclos biogeoquimicesvdrios elementos y compuestos; uno de
los efectos mas conocidos es el descenso del aévehturacion del carbonato de calcio,
CaCQ (Orr et al. 2005; Takahashi et al. 2006), lo qdiecta especialmente a los

organismos calcificadores, desde algunos grupopldetton a moluscos, equinodermos y
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corales. Varios experimentos de laboratorio hanadérado que las tasas de crecimiento de
estos organismos disminuye bajo concentracion€delevadas (ver revision de Doney
et al., 2008). Por otro lado, experimentos en nesaos demostraron que la disminucion
del pH del agua causa un incremento en las tasdgad®n de carbono en algunos
organismos fotosintéticos (Riebesell et al., 208#); embargo el aumento progresivo de
dichas tasas depende también de la disponibilidgadutrientes, de la radiacion y de la
temperatura (Zondervan 2007). Por lo tanto, laagdiacion de estos resultados a una
escala mayor en el océano es complicada: El aungenta temperatura que acompafa la
acidificacion ocednica, causa la estratificaciotadecapas superficiales oceanicas y, por lo
tanto, una disminucion del ingreso de nutrientesitdndo la productividad y aumento de

biomasa del fitoplancton (Behrenfeld et al. 2006).

1.2 EL FITOPLANCTON EN UN ESCENARIO DE CAMBIO GLOBAL

El plancton es un grupo de pequefios organismogieasidnicelulares que generalmente
se mueven pasivamente en las masas de agua, psilenptealizar migraciones en la
columna de agua ya sea utilizando estructuras igpsdflagelos, cilios) o por cambios de
flotabilidad. El fitoplancton es un grupo del pleot que comprende organismos
fotosintéticos que, a pesar de representar sdléoale la biomasa fotosintética del planeta,
son responsables del 45% de la produccion prinzamiel (Falkowski et al., 2004). Este
grupo incluye especies que estan distribuidas easv®ivisiones o Phyla. Entre ellas, se
encuentran: las cianobacterias (Cyanophyta) queslegrupo mas antiguo, del cual
derivaron dos grandes linajes, el de las algasege(fdrincipalmente Chlorophyta) y el
linaje de las algas rojas, del cual provienen grante de los Phyla presentes en ambientes
oceanicos, entre ellos: Prymnesiophyta, Cryptoppy@aromophyta, donde se incluyen las
clases Bacillariophyceae (diatomeas) y Dinophy¢demflagelados).

El interés del estudio del fitoplancton en un cetaele cambio climético radica en
parte a que el plancton en general es un bueraoiicdel cambio global en los ambientes
marinos por diferentes razones: 1.-A diferenciatles grupos, como peces u organismos
bentonicos, hay pocas especies explotadas conmeeritd; por lo tanto, cualquier cambio a
largo plazo puede ser atribuido al cambio global.L2 mayoria de las especies son de

corta vida, por lo que el tamafio de la poblacida egenos influido por la persistencia de
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individuos de afios previos. Lo anterior permite asoplamiento mas cercano entre el
cambio de las variables ambientales y la dinAmiapthncton. 3.- El plancton puede
mostrar cambios radicales en su distribucién deladgue al estar flotando, puede
responder facilmente a cambios en la temperatuesm yos sistemas de las corrientes
marinas, expandiendo o contrayendo su rango debdisibn. 4.- Existe evidencia de que
el plancton es un indicador mas sensible del camglmbal que las mismas variables
ambientales involucradas, debido a que las resgmiesd lineales de las comunidades
biol6gicas pueden amplificar las alteraciones aebiante. Otro de los puntos de interés
sobre este grupo es que la mayor parte del flujmalkeria organica hacia niveles tréficos
superiores depende de estos organismos, por ldogleecambio potencial en su estado
fisiolégico y ecoldgico provocado por el cambio g tendra un impacto directo o
indirecto sobre el resto de la red trofica. La vespa del fitoplancton a la combinacion de
dos o mas variables es especie-especifica y var&aled interacciones antagonicas,
sinérgicas o ausencia de interaccion (Thompsoh, et299; Carvallho et al., 2009). Por lo
tanto, el estudio de los efectos interactivos devéiables asociadas al cambio global (e.qg.,
radiacion y temperatura) sobre el fitoplancton esfuhdamental importancia para poder
interpretar y / o eventualmente predecir el impaeiocambio global.

En particular, el fitoplancton en la costa Patag@nepresenta el sustento de una
gran reserva de peces e invertebrados de valorrc@ngCaille et al. 1997). El area de
estudio seleccionada para el desarrollo de estis Tves mas adelante) - Bahia Engafio-,
debido a que se encuentra en la desembocaduraia@&Hrbut, recibe gran cantidad de
nutrientes, por lo cual propicia el desarrollo geos organismos. Diversas variables tales
como la mezcla de la columna de agua (condiciomemiala velocidad del viento y la
temperatura del agua) y los niveles de irradiadefinen el desarrollo de diferentes grupos
de fitoplancton tanto en la bahia de estudio (Y4fie et al., 1991; Barbieri et al., 2002)
como en otras areas de las costa Atlantica (Gayi#@g). Asimismo, la ocurrencia de
floraciones o “blooms” (rapido incremento de la lpgidn de so6lo algunas especies,
~1x1G¢ a 1x10 de cél mrY) se encuentra definida por las variables climaicks
mencionadas. Por ejemplo, en el &rea de estudestéeion de invierno es el periodo de
“bloom”, propiciado por la estratificacion de lalwmna de agua (vientos leves) y bajas

irradiancias, siendo las células de microplanct@®iim) las que dominan (principalmente
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diatomeas). Por otro lado, y durante los periodo%pte-bloom” (verano y otofio) y “post-

bloom” (primavera), los fuertes vientos provocammlezcla de la columna de agua, por lo
gue la concentracion de clorofiga(clor a) disminuye y la comunidad de fitoplancton se
encuentra dominada por pico y nanoplanck0(um), representados principalmente por
especies flageladas y diatomeas pequefias. Asimammas especies de dinoflagelados,

son relativamente abundantes en el periodo deblpen” (Villafafie et al., 2004a).

1.2.1 Escalas temporales de respuesta / adaptacion-adiawian

Los organismos planctonicos pueden hacer frentesachmbios de variables
ambientales por: 1- Plasticidad fenotipica y figgita inherente a cada especie, que no
implica cambios genéticos y que confiere toleraadas nuevas condiciones (aclimatacion,
lapsos de tiempo corto: horas/dias); 2.- Caratisass genotipicas adquiridas por
mecanismos como la mutacion y seleccion (adaptad@psos de tiempo largos:
semanas/afos). Dichos caracteres son especiefesygeyiestan relacionados con el tipo
de habitat (e.qg., especies tropicales adaptadéasaraadiancias).

En un escenario de cambio global se espera queféxtos biologicos de las
variables asociadas a éste sean distintos de acaetd escala temporal considerada.
Existen evidencias de que los efectos de la RUVWadas en lapsos de horas, 1 o 2 dias
(corto plazo), son diferentes de los resultadosrobbs después de varios dias (mediano
plazo; Villafafie et al., 1995). Lo anterior se debejue algunas especies poseen la
capacidad de aclimatarse a las condiciones deciédjalo que resulta en una mejor
respuesta después de un lapso de exposiciéon paslon¢dias). Como el grado de
fotoaclimatacion varia segun las especies, la lsdidad especie-especifica modulara la
respuesta a mediano plazo (Sobrino & Neale, 2083i)mismo, los efectos de la RUV
pueden variar después de varias semanas de expogarigo plazo; Cabrera et al., 1997).
Sin embargo, estos efectos de la RUV a largo pt&zevallan mas frecuentemente en
estudios de la interaccion entre los componentela ded trofica (Bothwell et al., 1993,
1994). De manera similar, los estudios de expasieiccambios de temperatura durante
lapsos de tiempo cortos y largos, muestran difesergsultados, siendo menos notorio el

efecto del aumento o disminucién de la temperatemacélulas aclimatadas a las
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temperaturas de exposicion durante varios diasaquellas expuestas a un cambio de

temperatura de manera repentina (Sobrino & Ne@l@/)R2

1.2.2 Efecto de la RUV y de la temperatura a corto plaabre el fitoplancton

Diversos estudios realizados con especies fitoaimas han demostrado que uno
de los principales efectos a corto plazo de la Rtavito normal como aumentada durante
eventos de disminucion de;)Ces la reduccidn de las tasas fotosintéticas (Hellet al.,
1992a; Neale et al., 1998a; Banaszak et al., 200afafie et al., 2003). Este efecto es
debido principalmente al dafio directo producido lBoRUV sobre componentes de los
fotosistemas, PS (Heraud & Beardall, 2000; Vincgntleale, 2000) asi como a efectos
indirectos, tales como la acumulaciébn de energiaegeitacion no eficientemente
canalizada hacia la ruta fotoquimica. Otra de l&ss wor las que la RUV afecta
negativamente la tasa fotosintética es la dismamuen la cantidad y actividad de enzimas
que intervienen en la fotosintesis, la ATP sintet@hang et al., 1994) y la 1,5-ribulosa
bifosfato carboxilasa, RUBISCO (Jordan et al., 1992

El efecto de la temperatura sobre la fotosintesisvalla a partir del impacto sobre
los procesos en los que intervienen enzimas ytseiaspor medio de relaciones entre la
temperatura y las tasas correspondientes al proestodiado. Para describirlas,
frecuentemente se utiliza el coeficiente de tempeae)o que es el factor por el cual un
proceso biolégico se incrementa con un aumentd@g. Varios trabajos han determinado
un Qg cercano a 2 para la mayoria de los procesos baagdiAlghren, 1987; Davison,
199)). Diversos estudios realizados con especies fitgfdaicas han reportado que la
temperatura es un factor que aumenta la actividadngtica, por lo que en principio, y
dentro de los rangos de termo-tolerancia de caoleces el aumento de la misma deberia
promover la reparacion de los componentes del @Sdl, sintesis de proteina D1). Sin
embargo, en rangos de temperatura cercanos at lgaitolerancia especie-especifico, el
aumento de la temperatura produciria un incremeetdas tasas de respiracion y dafio
metabdlico (Goldman & Carpenter, 1974). Por otdpldas temperaturas por debajo del
rango optimo producirian efectos sobre la fotosiatque incluyen limitacion de las tasas
enzimaticas debido a restricciones termodinamicashiicion por la acumulacién de

productos finales (Falk et al., 1996). Por lo doteda temperatura tendria un efecto de
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incremento de las tasas fotosintéticas hasta uor \@gtimo que es especie-especifico,
después del cual éstas disminuirian (Helbling &a¥alfie, 2007).

Con respecto a los efectos conjuntos de la RUV Yyademperatura, Sobrino &
Neale (2007) demostraron una menor sensibilidadRUV (en términos de fotoinhibicion)
en la diatomedhalassiosira pseudonarwn el aumento de la temperatura, mientras que la
disminucion de esta variable provoco el efecto rewiat; asimismo se determind que este
fenomeno fue principalmente debido a cambios etaelsas de reparacion frente a tasas de
dafio similares. Asimismo, Gao et al. (2008) reportajue el rendimiento fotoquimico en
la cianobacteridrthorspira platensisnejoré debido al aumento de la temperatura, ya que
observaron que este parametro disminuyé a 15°Cntrage que a 30°C se mantuvo
relativamente alto, aun bajo el tratamiento de Rdiante 8 h. Por otro lado, Fiorda-
Giordanino et al. (2011) concluyeron que el efed&d aumento de la temperatura es
especie-especifico ya que beneficid el rendimigiotoquimico en las cianobacterias
Anabaenasp. y Nostocsp., pero no erMicrocystissp ni en A. platensis De manera
similar, Roos & Vincent (1998) no encontraron efsch corto plazo de la temperatura
sobre la inhibicion de la fotosintesis producida BORUV en la cianobacteria antartica
Phormidium murrayi.Sin embargo, diversos trabajos han encontraddosfeegativos de
la RUV mas pronunciados con temperaturas altasgecees de dinoflagelados simbiontes
de ambientes tropicales (Lesser, 1996; Banaszalk @003a) y en cianobacterias de aguas
termales (Miller et al., 1998). Por otro lado, Wflifie et al. (2013) reportaron diferentes
respuestas sobre la actividad fotoquimica en pimrlas naturales de la costa Patagénica:
mientras que el incremento de la temperatura no tuvefecto interactivo con la RUV en
comunidades fitoplancténicas correspondientes ak-tjpoom” (verano), durante los
periodos de “bloom” (invierno) y “post-blom” (primara), la temperatura tuvo un efecto

negativo sinérgico con la RUV, incrementando lakidibn dell PSII.

1.2.3 Efecto de la RUV vy temperatura a mediano plazo sofitoplancton

Algunos de los efectos negativos de la RUV a medidargo plazo incluyen: dafio
en el material genético, especificamente el ADNe(Bo et al., 2000; Buma et al., 2001,
Helbling et al., 2001a-b; Fafandell et al., 20ai¥minucion en las tasas de crecimiento y

de fotosintesis (Nilawati et al., 1997; Marcovalabt 2007), variaciones en el tamafio
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celular (Buma et al., 1997) y en la biodiversida&dla comunidad (Mostajir et al., 1999;
Davidson & Belbin, 2002; Belzile et al., 2006; Ltéb & Agusti, 2006; Hernando et al.,
2006).

La RUV-B causa dafio directo sobre la molécula dé&NAuciendo la formacion
de fotoproductos de ADN. La acumulacién de ellosdeuser letal para las células debido
al bloqueo de la replicacion de ADN y de la traipsén del ARN (Pfeifer et al., 1997).
Estos efectos inhibitorios de la RUV sobre la egadion y transcripcion afectan la division
celular y dan como resultado una disminucion esredimiento celular, pudiendo producir
ademas mutaciones y muerte celular (Britt, 1998)ei80s estudios han demostrado que la
exposicion del fitoplancton marino a la RUV-B preaoaumento en la concentracion de
dimeros de pirimidina y ciclobutano - CPDs (Jeffetyal., 1996; Helbling et al., 2001a-b;
Fafandell et al., 2001) e inhibicién de sintesiA@N y proteinas (Lyons et al., 1998). La
tasa de acumulacion de CPDs es el resultado derfa€ion de estos fotoproductos y la
remocion de los mismos por mecanismos de escisdmrgparacion fotodependiente. Por
ello la concentracion de fotoproductos, es un bineicador del balance entre dafio y
reparacion de ADN (Jeffrey et al., 1996). Segundiss realizados por Buma et al. (2001)
y Boelen et al. (2000), el tamafio celular es uerde@hante de la sensibilidad diferencial al
RUV-B con respecto a la formacién de CPDs. Susajogbmuestran que los valores de
dimerizacion de timinas son significativamente rmmagoen la fraccior 2 um que en
aquellas> 2 um; se cree que ésto se debe principalmente a qaeda superficie/volumen
es mayor en células pequefas, lo que representdaesvantaja para éstas en cuanto a la
absorcion de la RUV.

Con respecto al crecimiento poblacional, las resgaseson variadas: Nilawati et al.
(1997) demostraron una reducciéon del 50% del ciieaitm debido a la RUV-B, mientras
gue la RUV-A no tuvo efectos significativos en ekeamiento de las diatomeas
Pseudonitzchia seriatg Nitzchiasp. Por su parte, Marcoval et al. (2007) observaion
menor crecimiento en las diatome2saetoceros graciliy Thalassiosira fluviatilisy en
los dinoflageladosProrocentrum micans/ Heterocapsa triquetreexpuestas a la RUV
(RUV-A+RUV-B) en comparacion a aquellos cultivodoséxpuestos a RUV-A y PAR
durante 7 dias. Sin embargo, Halac et al. (199%rtaron que las especies de diatomeas,

crisofitas y dinoflagelados presentes en un lagal@emontafia, no mostraron diferencias
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en sus tasas de crecimiento entre los tratamieotoy sin RUV durante un periodo de 16
dias de exposicion a radiacion natural. Asimismiverdas especies de diatomeas
bentonicas de zonas de marea no mostraron inhibitg@bcrecimiento por RUV (Peletier et
al., 1996). La ausencia de efectos significativas ld RUV sobre el crecimiento
frecuentemente se asocia a la capacidad de adtidratde las especies a altas intensidades
de este factor de estrés (ver mas adelante laosebtecanismos de aclimatacion del
fitoplanctor). Son relativamente pocos los trabajos que repouwaa mayor tasa de
crecimiento del fitoplancton al ser expuesto a ldVRy generalmente esto se debe a
efectos indirectos e.g., mayor efecto de la RUVresqivedadores (Bothwell et al. 1994,
Mostajir et al., 1999). Por su parte, el aumentdademperatura generalmente incrementa
la tasa especifica de crecimiento (Goldman & Cdgreri974; Montagnes & Franklin,
2001; Berges et al, 2002; Doyle et al., 2005). Agpaede que existe una gran variedad de
trabajos sobre el impacto individual de la RUV yaé&mperatura sobre microorganismos,
los efectos combinados de ambas variables no lEntan estudiados. En general, la
inhibicion del crecimiento inducida por la RUV, agmta linealmente con la disminucion
de la temperatura. Al respecto, Roos & Vincent 8)9¥mostraron que la inhibicion del
crecimiento debida a la RUV en la cianobacteriaréict Phormidium murrayies mayor
en temperaturas bajas, lo que coincide con la édwtde que el dafio celular es
independiente de la temperatura, mientras que tosepos de reparacion son termo-
dependientes. Sin embargo, este estudio tambiérosiemque la especie posee la
capacidad de aclimatarse a la RUV. Asimismo, Datleal. (2005) reportaron en las
diatomeadrragilaria crotonensisy Asterionella formosagl dinoflageladoGymnodinium
sp. y la crisoéfitadDynobrionsp.una mayor inhibicion del crecimiento a 8°C en corapin
a 14°C.

Por otro lado, y respecto a las respuestas foédgias, Sobrino & Neale (2007)
demostraron que en la diatomBaalassiosira pseudonanas diferencias en fotoinhibicion
a mediano plazo (dias) fueron mucho menores queHlasrvados en lapsos de tiempo
cortos (horas), probablemente debido a mecanisnesadlimatacion. Sin embargo,
Litchman et al. (2005) no encontraron una dismitiiae la fotoinhibicion causada por la
RUV en Thalassiosira pseudonandespués de 10 dias de exposicion, mientras que

Cryptomonassp. mostré una disminucion de la sensibilidad &V en términos de
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fotoinhibicion. Las diferencias observadas en lspuesta fotosintetica a mediano plazo
entre especies no sélo se debe a caracteristipasi@®specificas, sino a procesos de
aclimatacion, los cuales se ven influidos por lasdiciones ambientales. Por ejemplo, el
dinoflageladoGymnodinium sanguineumxpuesto durante 2 meses a bajas irradiancias
mostré una mayor fotoinhibicion en comparacién aefiqs cultivos aclimatados a
intensidades altas de PAR (Neale at al. 1998b).ni2mera similar, las poblaciones
naturales de fitoplancton provenientes de capafumias de mezcla (en condiciones de
baja irradiancia) presentaron tasas fotosintéticesores que aquellas aclimatadas a altas
irradiancias en una columna de agua estratificitialé et al. 1998a). Por otro lado,
Marcoval et al. (2007) demostraron una mayor adhcian (estimada como la diferencia
entre la eficiencia fotoquimica al mediodia y anf@ inicial) de los cultivos de las
diatomeas Thalassiosira fluviatilisy Chaetoceros gracilisy de los dinoflagelados
Heterocapsa triquetray Prorocentrum micansl final de experimentos de 5-7 dias de
exposicion a radiacion solar en comparacion cotieghpo inicial. Aunque todas las
especies presentaron un grado de inhibicion del iR8ucido por la RUV, este efecto
disminuyé a lo largo del experimento, siendo est#rom mas evidente en los
dinoflagelados y en cultivos enriquecidos con magtgentes. Hasta la fecha no existen
muchos estudios de mediano plazo sobre el impaetta demperatura y la RUV en el
rendimiento fotosintético del fitoplancton. Al respo, Sobrino & Neale (2007) reportaron
gue los cultivos deT. pseudonanaaclimatados durante una semana y expuestos a
temperaturas bajas (15°C) presentaron mayor inbibide la fotosintesis causada por la
RUV que aquellos expuestos temperaturas mas a@a€). Sin embargo, algunos estudios
con comunidades naturales no observaron efectts téenperatura ni de la RUV sobre el
rendimiento fotoquimico durante 8 dias de exposi¢idonard et al., 2012).

Es importante destacar que el estudio del impawtuoto de la temperatura y de la
RUV a nivel ecolégico implica el analisis de losmiaos en las comunidades
fitoplancténicas. Las variaciones a nivel de estmacde tallas y composicién taxondmica
pueden ser el resultado de la sensibilidad diféaéada RUV de cada especie (Karentz et
al. 1991; Laurion et al., 1998) conjuntamente @radcion de otros factores (Rae et al.,
1998; Hader et al., 2003; Williamson y Zagarese)32( labrés et al., 2006). En este

sentido, el aumento de la temperatura es uno déatdsres que se ha demostrado que
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produce cambios en la composicion de comunidadegldnctonicas, favoreciendo a las
especies mas que a lak estrategas. Las especies de fitoplancton pionerastiategas)
son generalmente de pequefio tamafio, tienden a ¢e&les anuales irregulares, son
oportunistas y generalistas en sus requerimientdsiestales. En cambio, las especies
fitoplanctdnicask estrategas, en general, estan adaptadas a comgdi@stables, son mas
grandes, tienden a tener requerimientos mas egscif un habitat mas complejamente
definido, por lo que son menos tolerantes a losbaasn VVarios autores han reportado que
los efectos del incremento de la temperatura afectas a la estructura de la comunidad
fitoplanctonica (composicion taxondmica y distriliurcde tallas) que a la biomasa total. Al
respecto, Strecker et al. (2004) observaron gqaeirlento de la temperatura no afecto a la
biomasa total de fitoplancton en un lago de altantafia, pero si produjo cambios
significativos en la estructura de la comunidadpfaciendo los fitoflagelados sobre las
clordéfitas filamentosas de mayor tamafio. Sin enthatgwandowska & Sommer (2010)
reportaron en su estudio con comunidades fitopiencas del Mar Baltico, que el aumento
de la temperatura provoca cambios tanto en la lan@mo en la estructura de la
comunidad, aumentando la contribucion de células peguefias y la disminucién de
diatomeas grandes hacia el final de los experinsento

Por su parte, algunos estudios sobre los efectmediano plazo de la RUV en
comunidades fitoplanctonicas, han demostrado qusteexuna gran variabilidad de
respuestas. En particular, diversos estudios haanénrado que el impacto de la RUV a
mediano / largo plazo, es mas evidente en la @steucle las comunidades que en el
crecimiento o aumento de biomasa, debido a difeasnen la sensibilidad entre las
especies fitoplancténicas (Belzile et al., 2006). dnterior se traduce frecuentemente en
cambios en la composicion taxondmica hacia espenés tolerantes y/o cambios en la
distribucion de tamafios. Por ejemplo, Villafafi@le{1995) observaron que el aumento de
la biomasa de comunidades de fitoplancton antaftieanuy similar cuando se expusieron
a PAR+RUV o0 sdélo a PAR; en cambio, los efectos al&kUV fueron evidentes en la
composicion taxonomica, aumentando la abundancidiatemeas y disminuyendo la de
flagelados en presencia de RUV. Sin embargo, Mausst al. (2000) reportaron un
cambio de diatomeas a flagelados desnudos pequi®mscurrio mas rapido bajo la RUV

aumentada que bajo niveles normales de RUV. Porado, algunos estudios encontraron
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gue el fitoplancton de menor tamafio (nanoplanctorB0 pum) es favorecido por la
exposicion a RUV (Wangberg et al., 1999; 2008).

Con respecto al efecto combinado de la RUV vy teatpea sobre el crecimiento de
las comunidades fitoplanctonicas, varios autoresdesnostrado que es positivo, ya que las
tasas de crecimiento son mayores a temperaturasaiagsbajo RUV (Rae & Vincent,
1998; Doyle et al., 2005). Sin embargo, las redaseson bastante variables dependiendo
del tamafno de las especies y del grupo taxonérioo.ejemplo, Lionard et al. (2012)
concluyen a partir de experimentos en mesocosmmsefuun escenario de cambio global,
las diatomeas de mayor tamafio serian mas favoseaide las células pequefias.
Asimismo, Thyssen et al. (2011) reportaron que emunidades naturales expuestas a
tratamientos de radiacion y temperatura en mesammsias célulag3um fueron las mas
afectadas por la RUV y la temperatura, mientras lquemayoria de las células grandes
fueron beneficiadas por el efecto combinado de ambaables. Es obvio, por lo tanto, que
los cambios de estructura de las comunidades dibapdnicas descriptos podrian resultar
en un impacto importante sobre todo el sistemati@oyédya sea por la alteracion de la
estructura de la red trofica debido a una sendddlidiferencial a la RUV, o por afectar la
distribucion del carbono en diferentes biomolégulagjue se traduce en cambios en los
ciclos del carbono y demas nutrientes en el eersast(Mostajir et al. 1999; Sommaruga
2003).

1.2.4 Mecanismos para reducir el estrés causado por ldiagion en el fitoplancton

La aclimatacion a una condicion ambiental es urtgso de ajuste que surge en
respuesta a variaciones de los factores ambierftalesd caso de la fotoaclimatacion, ajuste
segun la radiacion), ocurre a mediano / largo plédias) y es especie-especifica
(Falkowski & La Roche, 1991). En particular, laiaetacion a la RUV puede incluir la
activacion de una amplia gama de mecanismos deqoioh o de disminucion de los
efectos negativos (reparacion), que ayuden al ggena enfrentar la situacion de estres.
Dentro de los mecanismos de proteccion a la RU¥nseentra la produccién de un grupo
de compuestos que absorben en las longitudes da dedla RUV denominados
aminoacidos tipo micosporina — MAAs (Banaszak et2003b; Korbee et al., 2006). El

pico maximo de absorcion promedio de estos compsiest encuentra entre los 310-360
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nm, por lo que tendrian, potencialmente, la cajgacde bloquear una de las porciones mas
dafiinas de la radiacion solar (Banaszak et al.31206Gin embargo, el rol fotoprotector de
estos compuestos parece ser muy variable de acadalespecies en estudio (Korbee et
al., 2006), por lo que es necesario demostrar @a caso que la acumulacion de éstos tiene
como resultado un aumento en la resistencia a M. RlUrespecto, Lesser (1996) observo
gue la disminucion de la eficiencia fotosintétida] contenido de cloa y de la actividad
enzimatica de RUBISCO provocados por estrés oxidadespués de la exposicion a la
RUV en el dinoflageladd”rorocentrum micansio fue aminorada por la presencia y
acumulacién de MAAs. Sin embargo, otros estudios leatablecido claramente la
disminucion de la inhibicién de la fotosintesis especies con alto contenido de MAAS,
e.g.., el dinoflageladoAkashiwo sanguineajue en condiciones de cultivo bajo alta
irradiancia, mostré una disminucion de la sensibadia la RUV en el rango de 320 a 360
nm, mientras que cultivos de la misma especie atdidos a baja irradiancia y con bajas
concentraciones de MAAs fueron altamente sensd#esro del rango de longitud de onda
estudiado (Neale et al., 1998b). Asimismo, el espate absorcion de estos compuestos
correspondié exactamente al espectro de accidoadival en la RUV, sugiriendo que estos
filtros proveen proteccion completa contra las lardes de onda més dafinas.

Otra de las estrategias de proteccion contra iltedes altas de radiacion solar y
observada frecuentemente en diferentes grupostalgafcton (e.g., flagelados) es la
evasion, que consiste basicamente en la movilidddsicélulas hacia profundidades donde
la irradiancia solar es menor. Estos mecanismasuoran la presencia de flagelos, cilios o
control de la flotabilidad. Por medio de fotorreteps, tales como las rodopsinas (en
Chlamydomonas spy otras especies de clorofitas) y flavinas y p&si (enEuglena
gracilis), cuyos picos maximos de absorcion son en longguwbrtas de PAR y a 280 nm
respectivamente, las células podrian percibir wremento en la PAR y la RUV, y
responder a éstos por medio del movimiento (Ricéteal., 2007). Al respecto, diversos
estudios han demostrado la migracion en la colubmaagua de varias especies. Por
ejemplo, la diatomea bentoni€yrosigma balticum{Sundback et al., 1996), la clorofita
Dunaliella salinay el dinoflageladoGymnodinium chlorophorunfRichter et al., 2007)
mostraron una migracion hacia profundidades mayemnesondiciones de alta irradiancia.

Sin embargo, la respuesta de evasion en esta (@8pecie fue menos pronunciada que la
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de D. salina, mostrando una distribucion mas homogénea en lamt@ude agua, a
excepcion del mediodia cuando las célulassdehlorophorummigraron hacia las capas
mas profundas. Por otro lado, Richter et al. (20@R)bién reportaron quéetraselmis
suecica mostr6 un comportamiento diferente durante lasogxpnes, acumulandose
preferentemente en la superficie que indicaria una mayor tolerancia a la radiac
partir de lo anterior, se concluye que tanto lestels de la RUV como los mecanismos de
proteccién activados son especie-especificos.

Las especies fitoplancténicas también pueden as®ma la RUV incrementando
los procesos de correccion del dafio o reparaci@mal descripto varios mecanismos de
reparacion de ADN (Karentz 1994; Buma et al., 2008k las proteinas de los complejos
fotosintéticos (especialmente la proteina D1; St&€d Anderson, 1994). Algunos
mecanismos de reparaciébn son promovidos por loatggtude onda especificas, por
ejemplo, aquellas de 360 a 430 nm (longitudes da targas de RUV-A, y cortas de PAR)
y promueven la fotorreactivacion, mecanismo quenfierel restablecimiento de las bases
de pirimidinas originales en la molécula de ADN.r Ro tanto, la recuperacion de los
organismos vivos estara condicionada por la progorentre las diferentes bandas de
radiacion solar (PAR, RUV-A, RUV-B). Por otro ladel ciclo de reparacién del PSIi
funciona continuamente bajo radiacion y a medida lquirradiancia aumenta, la tasa de
reparacion se acelera (Prasil et al., 1992). Yaajugado de fotoinhibicion depende del
balance entre el fotodafio y la reparacion de lgepra D1, los cambios en las condiciones
ambientales, tales como la cantidad y calidad dec#&n, pueden llevar a un desbalance
entre la energia absorbida por la via fotoquimitaenergia utilizada por el metabolismo.
Lo anterior afectaria en mayor proporcion al cidoreparacion de la proteina D1 que a la

tasa de degradacion de esta proteina (Bouchatd 20@5a).

1.3 FUNDAMENTACION Y LINEAMIENTOS DE LA TESIS

El cambio global es un hecho incuestionable (IP@@7), produciendo cambios en los
niveles de radiacion y temperatura (entre otrambi@s) lo cual ha afectado en mayor o
menor grado los organismos y ecosistemas acuafldader et al., 2011; Winder &
Sommer, 2012). Es evidente, por lo tanto, el gnéerés que reviste el hecho de evaluar los

efectos conjuntos de estas variables en los prenestabones de las cadenas troficas

24



acuaticas. Si bien los estudios relacionados conpcto del cambio global en organismos
acuaticos han adquirido gran auge en algunas regidel mundo (e.g., en el mar Baltico,
Lewandowska et al., 2012; Klauschies et al.,, 20EAgel et al., 2011), la Regién
Patagonica ha sido relativamente poco estudiad@splecto. Teniendo en cuenta este
contexto, esta tesis tiene como Objetivo Gené&studiar el efecto combinado de la
radiacion ultravioleta (RUV) y la temperatura soble fotosintesis y el crecimiento de
especies fitoplanctonicas y evaluar el potenciat®f de estas variables en la estructura y
composicion de las comunidades fitoplanctonicasemees en las regiones Patagonica y
del Caribe

En esta tesis se trabajo en la zona de la costatiatl ubicada en latitud media -
Bahia Engafio, Playa Union, Chubut, 43.3°S, 65°Cia Eegidn es particularmente
importante no solo por el potencial impacto quecanbio global pueda tener en la
productividad acuatica, sino también por su intez8pecial desde el punto de vista
fotobioldgico: la zona se caracteriza por estauegfa a dosis relativamente elevadas de
RUV durante la primavera-verano (producto de altaadiancias conjuntamente con
muchas horas de luz solar por dia) sumado a lemresde eventos de disminucion de
ozono estratosférico, con el consecuente incremdat®RUV-B durante estos periodos
(Villafafie et al., 2001). Mas aun, la region estpuesta a diferentes proporciones de RUV/
PAR a lo largo del afo, lo cual afecta el balana@oeinhibicion /reparacion-aclimatacion
de los organismos. Sumado a esto, y en un escafeaamento de temperatura superficial
del agua, se espera que no solo la fisiologia deofganismos resulte afectada, sino
también que una mayor estratificacion los expongeyores niveles de RUV, potenciando
los efectos producidos por estas longitudes de.onda

A modo comparativo, en esta tesis se evaluaromagyaspectos relacionados con
los efectos conjuntos de la radiacion y de la teatpea en el fitoplancton de una zona
tropical, tal como lo es la costa del Caribe MemaeEl escenario radiacion — temperatura
en los tropicos es muy diferente al de las latsutiedias: los tropicos reciben irradiancias
de RUV mas elevadas que las latitudes altas y megitas temperaturas superficiales del
mar son mucho mas altas que en la Region Patagdbétas diferencias entre las dos
regiones presupone la presencia de distintos nsuaride respuestas y de adaptacion del

fitoplancton, especialmente en condiciones de carglabal. Por lo tanto, esta tesis, que
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procura evaluar respuestas particulares en espeelegteristicas y en comunidades
naturales, bajo distintas escalas temporales deeriexgntacion, aporta datos de

fundamental importancia al momento de entendeeyntealmente predecir los impactos de
la radiacion solar y de la temperatura no solo legaondiciones actuales, sino también en

un escenario de cambio global.

1.3.1 Obijetivos especificos e hipotesis

Los objetivos especificos e hipotesis de trabajeste tesis fueron:

1.-Determinar el efecto conjunto de la RUV y detdeperatura en la respuesta
fotoquimica a corto plazo (horas) de diversas éspede fitoplancton de la Region
Patagonica;

2.-Determinar el efecto conjunto de la RUV y dedemperatura en la respuesta
fotoquimica a mediano plazo (dias) y posibles misoaws de adaptacién / aclimatacion en
diversas especies de fitoplancton de la RegiorgBaiea;

3.- Determinar el efecto de la RUV en la fotosiistesl crecimiento y la estructura
(diversidad especifica, composicion taxonOmica \strithucion de tamafnos) de
comunidades planctonicas de verano de la Regi@y&aita;

4.- Determinar el efecto conjunto de la RUV y lmperatura en el crecimiento y la

estructura de las comunidades planctonicas dgiéreel Caribe Mexicano.

Las hipétesis de trabajo para esta tesis (ver niarste detalles de su

construccién) fueron:

» Hipotesis 1.El aumento de la temperatura disminuye los efenegmtivos de la
RUV a corto plazo sobre la eficiencia fotoquimigeelf]) del fotosistema Il (PSII)
en especies de fitoplancton;

» Hipdtesis 2. El aumento de la temperatura disminogeefectos negativos de la
RUV a mediano plazo sobreykld, en especial en las especies menos tolerantes a
la RUV. Las especies que tienen mecanismos derfigyeion, se aclimatan mejor

a la radiacion y son mas tolerantes a la RUV;
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» Hipdtesis 3. La RUV produce cambios en la compodsidaxonémica y en la
distribucion de tamafios das comunidades planctonicas de la Region Patagdnica
hacia especies mas resistentes y de mayor tamafio;

» Hipdtesis 4. La interaccion de la temperatura @RWUV afecta el crecimiento de
algunas especies, lo que resulta en un cambio estidactura déas comunidades

planctonicas del Caribe, hacia especies de menmaria.

1.3.2 Justificacion de las hipotesis consideradas en eBgsis

Diversos trabajos han determinado que el aumentta d@UV-B generalmente
resulta perjudicial para el proceso de fotosintesientras que un aumento de temperatura
resulta en un aumento de la actividad enzimétigarylo tanto el incremento de la misma
promueve la reparacion de los componentes del(BS$ll, sintesis de proteina D1). A partir
de lo anterior se planted la primera hipoteBisaumento de la temperatura disminuye los
efectos negativos de la RUV a corto plazo sobrefieiencia fotoquimica (yield) del
fotosistema Il (PSIl) en especies de fitoplanct®ara comprobar esta hipdtesis se
diseflaron experimentos de exposicion a la radiao@tral y artificial a corto plazo
(horas). Debido a que la respuesta de los orgasisria radiacion y temperatura puede
variar de acuerdo al lapso de tiempo consideradoque los procesos de aclimatacion
producen un cambio de las respuestas obtenidasradps cortos, se considerd necesario
hacer estudios a mediano plazo (dias). Dentro demecanismos de aclimatacion, se
estudiaron algunos de fotoproteccion que aminoraaf debido a la RUV (e.g., sintesis
de MAAs, migracion vertical en la columna de aguag plante6 la segunda hipéte&s:
aumento de la temperatura disminuye los efectostiveas de la RUV a mediano plazo
sobre el yield, en especial en las especies menesantes a la RUV. Las especies que
tienen mecanismos de fotoproteccion, se aclimatajorma la radiacion y son mas
tolerantes a la RUV Para comprobar esta hipotesis, se realizaron riexgeos de
exposicion a la radiacion solar durante varios d@asdiversas especies fitoplancténicas y
posteriormente experimentos de migracion vertiegb lbadiacion artificial con algunas de
estas especies.

Diversos estudios han demostrado que las diferem@asensibilidad a la RUV son
especie-especificas, por lo que, aunque el crecimidotal de una comunidad

fitoplanctdnica no se afecte, existe una variedadedpuestas de acuerdo a las especies
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presentes en ésta y por ende, un cambio en lecestaue la misma. Los cambios en la
composicion taxondémica y distribucion de tamafos cemunidades de fitoplancton
expuestas a RUV han sido reportados en variosiestudientras que algunos observan un
cambio hacia flagelados pequefios, otros demuestnabios hacia diatomeas de mayor
tamafio. Lo anterior puede deberse a que, por um lag células de menor tamafio
(€20um; nanoplancton) son mas resistentes a la RW/etjumicroplancton>Q0um) en
términos de fotosintesis, mientras que los efed®mda RUV sobre el ADN son mas
pronunciados sobre las células del nanoplanctocoemparaciéon al microplancton. Sin
embargo, considerando que los compuestos que a&bpsab la RUV (MAAs) son
frecuentes sélo en las células de mayor tamafiojoebplancton tendria mayor capacidad
de fotoproteccion.

Por otro lado, los estudios acerca de los efectmsbmados RUV-temperatura
sobre poblaciones naturales de fitoplancton, eergécoinciden con que dichas variables
en conjunto afectan de diversas maneras el cragionie estructura de la comunidad, ya
gue hay especies cuyos rangos de tolerancia anfsetatura son muy amplios y en otras,
acotado (estenotermas). En estas Ultimas, un aardentemperatura resultara perjudicial
(si estan cerca de su limite maximo de toleranc@dra potenciar el efecto negativo de la
RUV. De hecho, diversos estudios demuestran candrids composicion taxonomica y
distribucion de tamafios en comunidades expuestasmperatura aumentada, hacia
flagelados de menor tamafio, que reemplazan a itbsrdfo diatomeas de mayor tamafio.
Teniendo en cuenta esto, se plantean las siguikip@®sis de trabajo: La tercera se refiere
a:La RUV produce cambios en la composicion taxonomiea la distribucion de tamaros
delas comunidades planctonicas de la Region Patagdmacea especies mas resistentes y
de mayor tamafoy la cuarta establece gua interaccion de la temperatura con la RUV
afecta el crecimiento de algunas especies, lo gsaltar4d en un cambio en la estructura

delas comunidades planctonicas del Caribe, hacia éspete menor tamafio

28



1.4 ESTRUCTURA DE LA TESIS

Esta tesis se ha estructurado de la siguiente @xaner

El Capitulo 1 es una Introduccion General, donddesarrollan conceptos béasicos
sobre la radiacion solar y el cambio global, asin@oprovee un marco tedrico y
antecedentes sobre los efectos de algunas variabbesadas a este proceso (radiacion y
temperatura) en especies y comunidades fitoplamat®nEn este Capitulo se presentan
también la Fundamentacién y lineamientos, y lose@lms e Hipodtesis de trabajo de esta
tesis.

El Capitulo 2 se refiere a la metodologia de t@bdpnde se explica el disefio
experimental y se describen los sitios de estuths, protocolos de muestreo y
experimentacion, las técnicas de analisis de nagestrmedicion de parametros y los
analisis estadisticos aplicados.

En el Capitulo 3 se muestran los resultados detliessobre los efectos de la RUV
y la temperatura a corto plazo en el rendimientodoimico de especies caracteristicas y
comunidades de verano de la Region Patagonica.

El Capitulo 4 esta enfocado en el estudio de laategias de aclimatacion a la
radiacion y la temperatura de especies fitoplancadnde la Region Patagodnica en lapsos
de mediano plazo (dias). En particular se evalyddaencia de compuestos potencialmente
protectores ante un estrés de radiacion y la migracertical como estrategia de evasion
ante niveles elevados de radiacion solar.

El Capitulo 5 muestra los resultados del estudilasleomunidades fitoplanctdnicas
de la Regién Patagodnica caracteristicas de la terdpale verano. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el impacto de la RUV en el creeimio y la estructura (composicion
taxondmica y distribucion de tamafos) de dichas wodades. Estos cambios fueron
estudiados por medio de dos experimentos consesud una semana de duracion.

En el Capitulo 6 se describen los resultados detiEssobre los efectos de la RUV-
temperatura en el crecimiento y la estructura (@amiggpdn taxonomica, distribucion de
tamafos, riqueza de especies, diversidad espgctfec@omunidades planctonicas de la
region del Caribe Mexicano. Los cambios en las codades fueron estudiados en la
estacion de verano y durante el lapso de dos semana

El Capitulo 7 presenta las Conclusiones de estg.Tes
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CAPITULO 2. Metodologia General
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2.1 INTRODUCCION

En este capitulo se describen los sitios de esfud@explica la metodologia experimental
general, incluyendo el detalle de los materiales&gumental especifico para la realizacion
de experimentos. Dado que se realizaron estudits tan cultivos monoespecificos como
con comunidades marinas, se describen, por un lasaaracteristicas y condiciones de
aislamiento y crecimiento de los cultivos utilizadg, por otro, el procedimiento de
obtencion y mantenimiento de muestras naturalesada localidad de estudio. Asimismo,
y segun el objetivo planteado, se realizaron erpartos en distintas escalas temporales,
por lo que se detalla el protocolo tanto para Jggeementos de corto (horas) como para los
de mediano plazo (dias). Ademas se describen tmegimientos de experimentacion para
las exposiciones con radiacion natural y con radinaartificial. Por otro lado, se explica la
metodologia para la manipulacion de las dos vasable estudio condicionadas por el
cambio global, radiacion y temperatura, por medb ebtablecimiento de los diferentes
tratamientos. Finalmente, se detallan los procesakiados durante los experimentos y las
técnicas utilizadas en cada caso. La descripcidticpiar del instrumental y materiales
usados, la logistica especifica de trabajo y lasités aplicadas en cada experimento
puntual y/o sitio de estudio se describen en la@iéeade Materiales y Métodos de cada
capitulo.

2.2 SITIOS DE ESTUDIO

2.2.1 Bahia Engafo, Provincia del Chubut, Argentina

GeneralidadesLa mayor parte de los experimentos fueron reatizagh la Estacion de
Fotobiologia Playa Union, EFPU (43.3° S; 65° O)calda en la villa balnearia de Playa
Union (Fig. 2.1 A), Rawson, Provincia de Chubutd@mtina). Las muestras de agua de
mar para los experimentos realizados con comunsdétiglanctonicas fueron obtenidas
de la Bahia Engafio (Fig. 2.1 B), en la estaciotecaslenominada Egi (Fig. 2.2).
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Figura 2.1. A.- Estacién de Fotobiologia Playa Union (EFPUkaba en la villa balnearia de Playa
Unién, Rawson (Chubut, Argentina). B.- Vista de BaBngafio desde la costa.
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Figura 2.2. Posicion relativa de la Region Patagonica (araaaecada) y de la Provincia del
Chubut (drea sombreada). La zona de muestreo lidadadonde se realizaron los experimentos
(Playa Unién, 43° S, 65° O) se sefialan en el recustperior derecho.

El rio Chubut es el mas importante que atraviefrdaincia de Chubut desde los
Andes hasta el Océano Atlantico, y descarga suataem el area denominada Bahia
Engafio, donde se forma el estuario (Helbling etl®92b). Las caracteristicas fisicas y
guimicas del estuario del rio Chubut son altameat&bles a lo largo del afio: el caudal

del rio varia desde valores bajos en verano a attasvierno-primavera, lo que produce
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cambios en la estratificacion de la columna de aQuando las descargas del rio son bajas,
la columna de agua se encuentra mezclada, miaqsen periodos de alta descarga, se
estratifica por diferencia de salinidad, formandofias salinas” (Helbling et al., 1992b). La
concentracion de nutrientes es generalmente nesrakl agua de rio que en la de mar, por
lo que en el estuario se incrementa su disponduallien los periodos de descarga, lo que
favorece la proliferacion de fitoplancton. La corsig@n de este grupo se ve influida por
los periodos de estratificacion y la concentraciémutrientes, que se combinan y crean las
condiciones Optimas para la floracion de deternasagtpecies (Villafafie et al., 1991).
Debido a la gran variabilidad fisica, quimica ylégca del area, desde 1999 se
lleva a cabo un monitoreo continuo de diversasabtes, entre ellas: composicion
taxondmica del fitoplancton, clom, MAAs, temperatura superficial del agua y
conductividad. Cabe mencionar que la estacion £gine de los puntos de referencia de la
Red Antares, la cual agrupdatosin situ de estaciones costeras y datos satelitales
(temperatura y cloa) de diversos paises de Améribdtg://www.iafe.uba.ar/tele/Antares
Asimismo, y desde 1999, la EFPU ha pasado a fompaaie de la European Light

Dosimeter Network (ELDONET), la cual tiene su sdovi central localizado en Pisa
(Italia) (Hader et al., 2007).

Antecedentes de estudios de fotobiologia en la ztmastudioEn Bahia Engafio
y areas costeras vecinas se han realizado diversiglios sobre la fotobiologia de
organismos plantonicos, entre ellos, de bactemmpden, de fitoplancton y de zooplancton.
Por un lado, los trabajos llevados a cabo con latofion se enfocaron en determinar el
impacto de la radiacion solar en los procesos ifut@scos, asi como el dafio en el material
genético (ADN). En general, la inhibicion de la dsintesis en el fitoplancton es
significativa en una pequefia porcion de la zonatmaf (1,5 profundidades Opticas),
mientras que en la superficie llega aproximadamanie 40%, siendo la mayor parte de
esta inhibicion debida a la RUV-A (mas del 60%;ktal et al., 2001a, 2005; Villafafie et
al., 2004a, 2008). Sin embargo, estas respuestéeenvde acuerdo a las condiciones de
mezcla y mareas (Barbieri et al., 2002; Helblinglet2010) y de nutrientes (Marcoval et
al., 2007). Cuando se realizan estudios a nivek@Bpo, se observa que intervienen
diversos mecanismos de fotoproteccion, que ponm estaresados en mayor 0 menor

medida en cada especie y/o condicion, provocarredifes respuestas (Helbling et al.,
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2008; Buma et al., 2009; van de Poll et al., 200@n respecto a los efectos sobre el ADN,
los estudios realizados con poblaciones naturadgaplancton demostraron que la RUV-
B produce un dafio (formacion de CPDs) significatwoaguas superficiales expuestas a
niveles de radiacion de verano, pero estos efedgativos son rapidamente reducidos por
la atenuacion diferencial de la radiacion solarliflitgg et al., 2001a, 2005). Asimismo, la
composicion taxonomica de las comunidades fitopéanicas se ve afectada por la RUV
(Villafafie et al., 2004a), especialmente cuandocembina con otros factores, e.g.:
nutrientes (Marcoval et al., 2008) y temperatura. felacion a esta Ultima, se ha
demostrado que las temperaturas elevadas puederarcestar de manera parcial los
efectos negativos de la RUV en especies presentda eegion (Helbling et al., 2011;
Villafafie et al., 2013). Con respecto al bacteaapton, Manrique et al. (2012)
demostraron que la RUV produce cambios en la coitipos taxondmica de las
comunidades presentes en Bahia Engafio. Por otm lag estudios relacionados al
zooplancton se han concentrado en los efectos $anevilidad de los organismos y en
los mecanismos de fotoproteccion y fotorreparagidalbling et al., 2002; Hernandez-
Moresino et al., 2010, 2011).

2.2.2 Puerto Morelos, Quintana Roo, México

Generalidades.A modo comparativo, se realizaron experimentoseknnstituto de
Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL), Universidddacional Autbnoma de México
(UNAM) (21°N; 87°0O; Fig. 2.3 A) ubicado en la ciwtlae Puerto Morelos, Estado de
Quintana Roo (México). Los experimentos con comamés$ de fitoplancton tropicales
fueron realizados con muestras de agua de marectadhs en la Laguna Arrecifal de
Puerto Morelos (Figs. 2.3B y 2.4), la cual estaagls en el NE de la Peninsula de Yucatan
y es un sistema abierto con un alto flujo haciaat (tiempo de residencia del agua en
condiciones normales de oleaje: 3 h; Coronado.e2@D7). Esta localizada en el extremo
norte de una extensa barrera de corales, queisadxtesde Belize al Canal de Yucatan y
tiene una profundidad aproximada de 2-4 metros. teamperaturas medias varian
aproximadamente entre 25 °C en invierno a 29°Cegano Y las precipitaciones promedio
son de 1060 mm afiqRodriguez-Martinez et al., 2010). Se encuentrapc@sta por un
basamento de carbonatos, lo que resulta en ummsist®n limitacion de fosforo y
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consecuentemente en aguas oligotréficas (Carruthetrsal., 2005), con bajas
concentraciones de nitritos (0.Q#), nitratos (13.9uM) y fosfatos (0.46:M) (Merino &
Otero, 1991). Asimismo, debido a la porosidad dedtrato, el agua de lluvia se filtra
rapidamente a las capas freaticas, lo que resulta ausencia de rios; el agua circula por
un sistema de canales y cuevas subterraneos (&=2hajue desemboca en las areas
costeras a través de vertientes submarinas (“@g@gda”). En lineas generales, la bahia se
encuentra gobernada principalmente por las contisionarinas y la salinidad varia poco a
lo largo del afio (van de Tussenbroek, 2011). E®itapte resaltar que en las Ultimas tres
décadas, Puerto Morelos se convirtio en una laaaltdristica y la ciudad de Cancun, que
se encuentra a 40 km al norte, aument6 exponeraignsu desarrollo, lo que representa
una fuente importante de ingreso de nutrientessedrsa. EI aumento de la disponibilidad
de P en la laguna fue observado en la disminuadia groporcion C:P (de 731:1 a 564:1)

desde 1991 al 2005 en algunos productores prim@Rindriguez-Martinez et al., 2010).

Figura 2.3. A.- Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia M9L), Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) ubicado en la localidagl luerto Morelos (Quintana Roo, México).
B.- Vista de la Laguna Arrecifal Puerto Morelosdke$a costa.

Antecedentes de estudio de fotobiologia en la zétasta la fecha no se registran
estudios de fotobiologia con fitoplancton de laganexcepcién de aquellos realizados con
dinoflagelados simbiontes de corales (Banaszak l.et2803a; Rodriguez-Roman &

Iglesias-Prieto, 2005; Rodriguez-Roman et al., 20@8chos trabajos demuestran que

aunque estos organismos se encuentran en genapladds a altas irradiancias, la
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capacidad de aclimatacion a diferentes condicideesadiacion y de otras variables como
nutrientes y temperatura, son especie-especifisgsignismo, se han realizado estudios
acerca del impacto de la radiacion en otros gr®®rganismos marinos como pastos
marinos (Enriquez et al., 2002; Enriquez & PanRgges, 2005; Cayabyab & Enriquez,
2007).
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Figura 2.4. Mapa de México con una ampliacion del area sondlaregue corresponde a la
Peninsula de Yucatan (recuadro superior izquierfla).la Peninsula de Yucatan se indica la
posicion relativa del Estado de Quintana Roo, daelencuentra la localidad de estudio (Puerto
Morelos,20° 51" N; 86° 55" Q

2.3 OBTENCION DE MUESTRAS

2.3.1 Comunidades naturales

Las muestras de agua de mar de Bahia Engafio (Ratadogentina) fueron
recolectadas desde una embarcacion, aproximadamemea distancia de 1500 m de la
costa. En los trabajos realizados en el Caribe é&exi el muestreo se realizd desde el
extremo de un muelle que se introduce al mar apradamente 300 m. En ambos casos,
las muestras fueron obtenidas utilizando baldesgsaimergieron aproximadamente a1 m
de la superficie, y se dispusieron en bidones apded30 L de capacidad para su traslado
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al laboratorio (en un lapso no mayor que 30 minpdos los contenedores fueron

previamente lavados con HC| 1N.

2.3.2 Cultivos

Los cultivos de microalgas utilizados tanto en daperimentos de corto como de
mediano plazo fueron obtenidos de la Coleccién derddlgas de la Estacion de
Fotobiologia Playa Union (EFPU, Argentina). Lostieals monoespecificos se obtuvieron
a partir del aislamiento de células de las espadgesnterés provenientes de muestras
naturales de la zona. Para aislar las célulasleearon muestras de poblaciones naturales
en un portaobjetos, se las observd al microscogo,recogio cada célula con una
micropipeta estéril, y se las colocd en gotas denatp mar estéril en un disco de Petri
(Andersen & Kawachi, 2005). Una vez obtenido un edonminimo de células, se las
transfirid a un erlenmeyer con medio f/2 (Guill&dRhyter, 1962) y se las trasladd a una
camara de incubacién con las condiciones de luemperatura adecuadas para luego
utilizarse en los experimentos.

Las especies utilizadas en los experimentos fueldralassiosira weissflogii
(Grunow) G. Fryxell & Hasle yChaetoceros gracilis Schit{Bacillariophyceag)
Prorocentrum mican€hrenberg (Dinophyceaepunaliella salina (Dunal) Teodoresco
(Clorophyceae) e Isochrysis galbana Parke (Prymnesiophyceae)Previo a la
experimentacion, los cultivos se colocaron en enkyers con medio /2 (Guillard &
Ryther, 1962) en dos cdmaras de incubacion: Samaddlo ML 350) y Minicella
(Argentina). Se pre-aclimataron a la temperairsitu y a la aumentada (ver detalles mas
adelante) durante 2 semanas previas a la expedoié@nty se mantuvieron a una
intensidad de PAR constante (28810l fotones rif s) con un fotoperiodo 12 luz: 12
oscuridad. La luz fue provista por lamparas fluoeeses (Philips daylight) y las
irradiancias medidas con un micro-sensor esféWgalf GmbH, modelo US-SQS/WB).
Todos los cultivos se mantuvieron en fase expoaéde manera semi-continua, es decir
agregando medio de cultivo cada 5-7 dias, por le lps experimentos se realizaron
siempre con cultivos que se encontraban en fasenergial de crecimiento. La duracion
de la fase exponencial se confirmé determinandoi&entracion de clainmediatamente
después de cada recambio de medio, y posteriorroadée? dias.
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2.4 EXPERIMENTACION

Con el fin de responder al objetivo principal deadssis, se realizaron distintos tipos de
experimentos, definidos segun su duracién y nieebidjanizacion estudiado. Los detalles
particulares de cada tipo de experimentacion sseptan en los respectivos capitulos.

En los trabajos realizados en la Region Patagowipara el estudio de los efectos a
corto plazo de la RUV y temperatura, se realizaeaposiciones cortas (horas) bajo
radiacion natural y artificial con cultivos de esigs de diferentes grupos de fitoplancton.
Los experimentos de corto plazo enfocaron en lduavehn de los efectos de estas
variables en el proceso de fotosintesis. Asimisseorealizaron experimentos a mediano
plazo (varios dias de duracion), en donde se thataeito con cultivos monoespecificos
como con comunidades naturales de fitoplancton. esisdios realizados con cultivos
estuvieron destinados a evaluar no solo los efedéosa RUV (natural y artificial) /
temperatura en la fotosintesis sino también aspaeiacionados con la aclimatacion /
adaptacion y /o estrategias para disminuir el egtréducido por la radiacion. Por su parte,
en los trabajos con comunidades naturales se ewaldas cambios en la fotosintesis,
crecimiento y estructura de comunidades fitoplamcts al ser expuestas a la radiacion
solar. En cuanto a los trabajos realizados en Bb€&exicano, éstos fueron de mediano
plazo, y estuvieron destinados a evaluar los casnbio el crecimiento y estructura de
comunidades fitoplanctonicas al ser expuestasradiacion solar bajo dos temperaturas
experimentales.

Ademéas de considerar distintas escalas temporatesexperimentacion, se
consideraron distintos tipos de incubaciones, laales proveyeron de informacion
complementaria: a) Simuladas situ, en incubadores externos (bajo irradiancia solar y
temperatura controlada), donde se simularon ladiciomes luminicas de la columna de
agua a través del uso de filtros (para simularaladad y cantidad de radiacion, ver mas
adelante) (Fig. 2.5). Estas se realizaron tantexgerimentos de mediano como de corto

plazo.
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Figura 2.5. Incubaciones en condiciones simuladassity, realizadas en bafios térmicos bajo
radiacion natural y a dos condiciones simuladagedgperatura. Los tratamientos de radiacion
aplicados fueron PAB (PAR+RUV; 280-700 nm), PA (PARJV-A; 315-700 nm) y P (PAR: 400-
700 nm), o PAB y P (ver mas adelante en el texto).

b) Incubaciones en laboratorio, en camaras de cuttoroiluminacion artificial y
control de temperatura. En este caso se trabajacoewliciones mas controladas,
independizandose de las variaciones de irradiang@ temperatura que existen
normalmente entre los distintos dias de experincétalLas muestras se colocaron en
contenedores (de distinto tamafio, dependiendo dkiriacion del experimento y de las
variables a considerar) bajo distintos tratamiemt®sadiacion y/o temperatura (ver mas
adelante) y se expusieron a una irradiancia fijagae era posible variar la dosis (variando
el tiempo de exposicion y la distancia a la fuetgeluz). Estos experimentos fueron de
corto plazo, y se utilizé como sistema de ilumidacartificial un simulador solar Honle
con ldmpara de arco de alta potencia (1000 W; E&A); el espectro de emision de esta

lampara se muestra en la Fig. 2.6 B.
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Figura 2.6. A.- Simulador olar utilizado como fuente de radiacion artificid.- Espectro de
emision de la lampara Hénle (simulador sc

24.1

Manipulacidn experimental de variables asociadascaimbio globa

En estos experimentos se manipularon dos variat@dgcion y temperatu. Los

tratamientos aplicados a todas las muestras, yaarfuen trabajos con cultivi

monoespecificos o con poblaciones naturales fudosnsiguientes (los detalles

variaciones de este esquema general se descrilmadamcapitulo

Radiacion. Los trdamientos de radiacion (tanto natural como aréf)cfueron de do

tipos:

1) De calidad de radiacion, que consistieron basicénen el bloqueo ¢
ciertas bandas de la radiacion ultravioleta (RUWos recipientes d
experimentacion que se usaron fuero cuarzo, ya sea tubos -300 mL (para
incubaciones de cultivos a corto y mediano plaaogontenedores de polietile

transparente a la RUV (microcosmos) con una capdcide 2-25 L (para
incubaciones de poblaciones naturales a mediarmm)pl&Bnalguno: de los casos
los recipientes fueron cubiertos con filtros sélest para eliminar distinte
porciones del espectro solar: En el tratamiento(82-700 nm, PAR+RU-A),

cubiertos por filtros que bloquean hasta 320 nm nfisigefolie, No. 1015509
Folex, Deieich, Germany), y en P (4700 nm, PAR), cubiertos con filtre
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Ultraphan que bloquean hasta 395 nm (UV Opak, Bagéflunich, Germany) (Fig.
2.7). En el caso del tratamiento PAB (280-315 roy,recipientes no se cubrieron

con filtros.
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Figura 2.7. Espectros de transmision de los filtros utilizagasa los tratamientos de calidad de
radiacion: PA (320-700 nm) y P (395-700 nm) y deldalsas utilizadas para los microcosmos (280-
700 nm).

2) De cantidad de radiacion, donde se atenud la niédiatatural con filtros
neutros (Fig. 2.8) o en el caso de radiacion sidaylae manipulé la intensidad de la

misma con la distancia de la muestra a la fuentaade

Figura 2.8. Tratamientos de intensidad de radiacion estaleaidn el uso de filtros neutros (50%
de radiacion) o sin filtros (100% radiacion).
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Temperatura. Los tratamientos de temperatura implementados osnekperimentos
fueron:
a) Temperatura control m situ (promedio de la temperatura superficial coste&C,T
de la zona durante la estacion del afio correspoiajig,
b) Temperatura aumentada: + 4 o 5°C en latitudes mé¢estimacion para el 2100 en

un escenario de cambio climatico (Houghton, 200£33C en el tropico.

En la mayoria de los casos, las temperaturas daadation previa de las muestras o
cultivos fue la misma que las de las temperaturasexposicion. Las muestras se
aclimataron a las condiciones de temperatura quoreientes durante 15 dias previos a los
experimentos en dos camaras de incubacion: Miai¢@ligentina; temperatuiia situ) y
Sanyo (Japén, Modelo MLR 350, temperatura aumehtada tratamientos de temperatura
durante las exposiciones a radiacion natural d® gomediano plazo se mantuvieron en
dos bafos termostéticos, donde la temperaturaciuteotada y ajustada automaticamente a
las temperaturam situ y aumentada, respectivamente, por medio de unittirde agua
con control termostético (Frio 21, Argentina) ekllctunciona con sensores conectados a
cada canal de temperatura. Por otro lado, en |perementos de mediano plazo con
poblaciones naturales, la temperatura en los tandue medida usando termometros
digitales (frecuencia aproximada de medicion: ZBghia Engafo) y/o con termégrafos
(HOBO, USA) de registro continuo (frecuencia de itiét: 15 min), ubicados en el centro
de los tanques (Puerto Morelos) y, en ambos casodemda por medio de un flujo
constante de agua. Durante las exposiciones caaciéal artificial, la temperatura se midio
con un termémetro de mercurio y su control se feidr con la realizacion de los
experimentos dentro de una camara de incubacionid®lia, Argentina) y con la adicion

de hielo en el tratamiento de temperafarsitu.

2.5 PROCESOS EVALUADOS EN LOS EXPERIMENTOS

2.5.1 Actividad fotosintética del fitoplancton

Los efectos de la RUV y temperatura en la fotosistieron evaluados mediante el

analisis de diversos parametros de fluorescencia dera del fotosistema Il (PSll). Estas
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mediciones se realizaron a partir de muestras prentes tanto de los experimentos de

corto como de mediano plazo.

2.5.2 Crecimiento de poblaciones de fitoplancton

Los efectos en el crecimiento se determinaron enekperimentos de mediano
plazo y se estudiaron a partir de la concentrad@glora, células y carbono autotrofico.
Para ésto, se colectaron muestras con el fin ddtificar clora por técnicas fluorométricas
y espectrofotomeétricas y/o densidad celular / bgar@or técnicas de microscopia oOptica.

2.5.3 Aclimatacion

La potencial aclimatacion del fitoplancton a loglardel tiempo se evalud a través
de la determinacién de compuestos potencialmentegiores, tanto aquellos que absorben
en la region del ultravioleta (e.g., MAAs) como Igae absorben en el rango de la
radiacién visible (e.g., carotenoides). Estos casms se determinaron por técnicas

espectrofotométricas.

2.5.4 Migracion vertical

El mecanismo de evasion de la radiacion en la awdude agua por migracion fue
evaluado por medio del conteo de células por miomis Optica, a diferentes
profundidades de la columna de agua y a difere¢i@espos de exposicion en cultivos con y

sin exposicion previa a radiacion natural.

2.5.5 Cambios en la estructura de la comunidad fitopladnica

Los cambios en composicion taxonémica, distribuaéntamarios y diversidad se
analizaron a partir de datos de abundancia deastiubiomasa. Para ello, se realizé una
observacion de muestras (conteo y medicion deaslplor técnicas de microscopia Optica

y analisis de imagenes.
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2.6 ANALISIS DE DATOS

En esta seccion se describen los calculos mas esmealizados en esta tesis, mientras

gue aquellos especificos, se desarrollan en diutapéspectivo.

2.6.1 Actividad fotosintética

Con los datos de la eficiencia fotoquimica efectivgield (Y) obtenidos en los
experimentos de corto y mediano plazo, se cal@didminucion del Y en cada intervalo
de longitud de onda debido a la RUV, RUV-A y/o RB\Je.g., disminucion de Y en el
tratamiento PAB en relacion al control P durantperiodo de experimentacion) tal como

se detalla a continuacion:

Disminucién de Y debido a RUV= g% Ypag) / (Yp) * 100 (2)
Disminucion de Y debido a RUV-B = [ Ypag) — (Yp— Ypa)] / (Yp) * 100 (2)
Disminucién de Y debido a RUV-A = ¢ Ypp) / (Yp) * 100 (3)

siendo ¥ Ypa Y Ypas la eficiencia fotoquimica efectiva para los tratmos P, PA, y
PAB, respectivamente.

De la misma manera se calculo el efecto debidotantigeratura (e.g., aumento de
Y en el tratamiento de temperatura aumentada erpai@tion a temperatutia situ) o
debido a la atenuacion de la radiacion (e.g., digoidon de Y en el tratamiento 100% de
radiacion en relacion al de 50%).

Ademas, en los experimentos de mediano plazo selédh tasa de cambio del
yield a la mafiana () o al mediodia (Y3 a lo largo de todo el periodo experimental

aplicando un ajuste a una funcion lineal:

Yeri= @ +r Yen* t (4)
siendo Ysnel valor delyield a la mafiana, t el tiemparyYg,la tasa de cambio.
Yiar=a+r Yosp*t (5)
siendo Yisnel valor delyield al mediodia, t el tiemporyYi3nla tasa de cambio.
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2.6.2 Tasas de crecimiento

El crecimiento de la comunidad fitoplancténica y lbs principales grupos
taxonomicos fue determinado por mediciones de anoid de células y estimacion de
carbono organico autotréfico. Las tasas de creaimiéueron calculadas realizando un

ajuste a la funcion exponencial:

u=In (N-N2) / (t.11) (6)

siendo (N-N;) la abundancia de células o contenido de carbatairéfico durante la fase

exponencial y ftt;) la duracion de esta fase.

2.6.3 Andlisis estadisticos

Los tratamientos de radiacion se realizaron poticago y los resultados fueron
expresados como la media y la mitad del rango slenkdias lfalf mean range Con el fin
de determinar las diferencias entre los tratamgd® radiacion, de temperatura y entre
especies en todas las variables de estudio y @ado lde cada experimento, se aplicé un
ANOVA de una via para mediciones repetidas. Pa lado, para comparar valores de
tasas de crecimiento o de inhibicion / recuperad®ia actividad fotosintética se utilizé un
ANOVA de una via. Para determinar las interacciargge radiacion y temperatura, se uso
un ANOVA de dos vias. En todos los casos se cortsidie limite de confianza del 95%
(zar, 1999). Cuando se realizaron ANOVAs con madaketratamientos (i.e., PAB, PA'y
P) se aplicaron pruebas post-hoc con el fin dealifgar entre qué tratamientos ocurrieron
efectos significativos. En el caso que las inteoes entre dos factores fueran
significativas, se realizaron gréficos de la vdaatependiente y tratamientos de radiacion
para cada condicion de temperatura para determsinbos efectos combinados fueron
positivos (sinérgicos) o negativos (antagonicosd. mormalidad y homogeneidad de
varianzas (homocedasticidad) fue confirmada porione® un test de Kolmogorov-
Smirnov y graficando los residuales, respectivameah caso que no se cumplieran estos

supuestos, los datos fueron transformados a log.
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CAPITULO 3. Efectos a corto plazo de
la RUV y de la temperatura en especies

fitoplanctonicas

Traduccion al espafiol del trabajo publicado como:

Halac SR Villafafie VE, Helbling EW (2010) Temperature bBtsethe photosynthetic
performance of the diatom€haetoceros gracilisand Thalassiosira weissflogiwhen
exposed to UVRJournal of Photochemistry and Photobiology B: Bgyd01: 196-205.
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3.1 INTRODUCCION

El cambio global es un proceso muy complejo queetidos resultados principales de
origen antrépico i.e., el aumento de gases invemoadon el concomitante aumento de la
temperatura, y el incremento de los niveles dad#acion ultravioleta-B (RUV-B, 280-315
nm) debida a eventos de disminucion de ozono (Heidalr, 2007). Existe, por lo tanto, un
creciente interés en evaluar la magnitud y la dsiden del cambio global sobre los
organismos y ecosistemas. Por un lado, la RUV-B emtada produce estrés en los
organismos acuéaticos, aunque también se sabe gadidaion ultravioleta (RUV, 280-400
nm), aun en sus niveles normales, puede causarafia significativo sobre diversos
componentes y procesos celulares (Helbling & Zagar2003). Entre los efectos de la
RUV que se han reportado para el fitoplancton,nskiyen la reduccion en las tasas de
crecimiento y de productividad, y dafio en la mdea@e ADN y proteinas (Buma et al.,
2003; Villafafie et al., 2003 y referencias alliadis). En relacion al aumento de la
temperatura, diversos estudios han demostrado muaige cambios en la fenologia y la
biodiversidad (Wrona et al., 2006) asi como un tefgmositivo sobre la fotosintesis
(Hallegraeff, 2010), tal como se demuestra en utudés comparativo de curvas
Fotosintesis vs Irradiancia (P versus |) en difee®naxa de fitoplancton (Hancke et al.,
2008).

Aunque existe mucha literatura sobre los efectoeses dos estresores actuando
separadamente sobre el fitoplancton, ha sido Wifieierminar el impacto conjunto de
ambos, ya que pueden actuar en forma sinérgicaag@mica;, mas aun, las respuestas
parecen tener un alto grado de especie-especiicitan estudios realizados con
cianobacterias antarticas se evaluo la dependdeda temperatura sobre los efectos de la
RUV en la composicion pigmentaria, tasas de cregitoi y caracteristicas fotosintéticas
(Roos & Vincent, 1998). Estos autores determinagae la inhibicién del crecimiento
inducida por la RUV aumentaba en forma lineal coa veduccion de la temperatura,
mientras que no habia efecto aparente de la tetapeeren la magnitud de la inhibicion de
la fotosintesis inducida por la RUV. Otros estudiealizados en lagos alpinos (Doyle et
al., 2005) determinaron que la RUV reducia lasstaka crecimiento a 6°C en todas las
especies estudiadas, cualquiera fueran las condgide nutrientes, mientras que a 14°C,

no se observaba el efecto negativo de la RUV eguniaa especie si no se agregaban
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nutrientes; sélo con el agregado de nutrientespascion a la RUV reducia el crecimiento
de una diatomea y un dinoflagelado. Finalmentaneastigaciones realizadas en lagos de
montafia de USA se encontrdé que tanto las tempasgaftias, el zooplancton y la RUV
tenian efectos negativos en las tasas de aumemtiomeasa fitoplanctonica (Williamson et
al., 2010). Estos resultados demostraron la imporsaanto de los efectos indirectos como
de los directos de los forzantes climéticos talesna@ RUV y temperatura en la
composicion de las comunidades fitoplancténicasges de montafia.

Uno de los principales blancos de la RUV en orgaass fitoplanctonicos es el
aparato fotosintético (Villafafie et al., 2003).sabe que la RUV causa fotoinhibicion, i.e.,
la reduccion de las tasas fotosintéticas (Osmo®@4)ldebido a dafio en los componentes
del fotosistema (Vincent & Neale, 2000), particalante en la proteina D1 del fotosistema
Il (PSIl). La recuperacion del dafio inducido poREV implica la actividad enzimatica
para degradar el complejo de proteinas dafiadoRJetdmo asi también para re-sintetizar
los componentes del PS (Bouchard et al., 2006)o[bae la temperatura es un factor clave
gue aumenta la actividad fotosintética, un incrémem sus niveles podria, en principio,
beneficiar a especies que hayan sufrido un dafocidd por la RUV en su aparato
fotosintético. De hecho, en un estudio realizadolaaliatomed& halassiosira pseudonana
se encontrd que la sensibilidad a la RUV (i.e.eeinada a través de funciones bioldgicas
de peso para fotoinhibicion) era afectada porrgtratura, de manera que aumentaba con
una reduccion de ésta; sin embargo, y en periodagpd de tiempo, estos efectos
fotoinhibitorios eran levemente modificados (i.eeducidos) debido a procesos de
aclimatacion (Sobrino & Neale, 2007).

Dada la gran importancia de la Patagonia desde @entexto fotobiologico i.e., la
region normalmente recibe altos niveles de RUV yeseuentra periddicamente bajo la
influencia de eventos de reduccion de ozono (Hejbét al., 2005) es que se disefiaron
experimentos para determinar los efectos combinddda temperatura y de la RUV en la
fotosintesis de dos diatomeas caracteristicasréal @haetoceros graciliy Thalassiosira
weissflogii En particular, se evalud el rol de la RUV en eaustoinhibicion en estas
especies, y se investigé si un potencial incrememdemperatura podria mitigar esos
efectos, y, en ese caso, hasta qué punto. El iectende temperatura que se utilizé en

48



estos experimentos (+5°C) representa un valor cpefo realista en un escenario de

cambio climatico para el afio 2100 (Houghton et28101).

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Cultivos de microalgas/ sitio de estudio

Se utilizaron cultivos d&halassiosira weissflogi{Grunow) G. Fryxell & Hasle y
Chaetoceros gracilis Schi(iBacillariophyceae) de la Coleccion de CultivosMieroalgas
de la Estacion de Fotobiologia Playa Union (EFPUWgeAtina). Los cultivos fueron
mantenidos en erlenmeyers de 1 L con medio /2 [ig&di & Rhyter, 1962) bajo un
fotoperiodo de 12 luz: 12 oscuridad en una camaiaalibacion (Sanyo modelo ML 350)
Las células fueron pre-aclimatadas a 18°C o 23°C posemanas antes de la
experimentacion y mantenidas bajo Radiacion Fatéisia Activa (PAR, 400-700 nm)
(235 pmol fotones rif s%). La radiacién fue provista por lamparas fluoreses blancas
(Philips daylight) y su intensidad medida con urcnmisensor esférico (Walz GmbH,
modelo US-SQS/WB). Los cultivos se utilizaron es éxperimentos (tal como se describe
mas adelante) cuando se encontraron en la fasenexgal de crecimiento. Los
experimentos disefiados para determinar los efectmmto plazo de la radiacion solar y
artificial enT. weissflogiiy C. gracilis fueron realizados durante el invierno australdg7
Agosto-7 Septiembre, 2009) en la Estacion de Fotopia Playa Union, EFPU (43,3° S;
65° O) ubicada en la costa Patagonica de Argentina.

3.2.2 Protocolo de muestreo y experimentacion

Los experimentos para evaluar el efecto combinada RUV y de la temperatura a
corto plazo sobre la fotosintesis dle weissflogiiy C. gracilis fueron realizados bajo

radiacion solar y artificial de la siguiente manera

(I) Experimentos bajo radiacion solakas muestras se colocaron por duplicado en
tubos de cuarzo de 50 mL bajo tres tratamientosadmcion: (a) radiacion solar total:
RUV + PAR (280-700 nm), tubos sin cubrir, trataniee®AB; (b) RUV-A + PAR (320-
700 nm), tubos cubiertos con filtros que cortarRlaV-B (Montagefolie, N° 10155099,

Folex, Dreieich, Alemania), tratamiento PA; y (6)JssPAR (400-700 nm), tubos cubiertos
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con filtros Ultraphan (UV Opak, Digefra, Munich,ekhania), tratamiento P. Los espectros
de estos filtros estan publicados en Figueroa.€tl@b7). Las muestras se colocaem
bafos termostaticos (Frio 21, Argentina) con doziitos independientes que mantenian la
temperatura a 18°C (temperatumasitu) y a 23°C (temperatura aumentada). Ademas, se
establecieron dos temperaturas de aclimataciongpnger lo cual se lograron las siguientes
combinaciones de pre-aclimatacion y exposicion: Gjtivos pre-aclimatados a 18°C y
expuestos a 18°C (18_18); (2) Cultivos pre-aclimasaa 18°C y expuestos a 23°C
(18_23); (3) Cultivos pre-aclimatados a 23°C y eegias a 23°C (23_23). En todos los
experimentos, se expusieron las muestras durdmi@d® a 18 h, hora local) y se realizaron
mediciones de diversos parametros de fluorescegcimanera continua y alternada entre
los distintos tratamientos de radiacion (de talm@rque cada muestra fue medida
aproximadamente cada 30-35 min). Ademas, se codectub-muestras para analizar el
contenido de clorofila (clor a), carotenoides, MAAs y densidad celular al inide cada
experimento. Todos los experimentos realizados@ogracilis (18 _18; 18 23 y 23_23)
fueron realizados el 31 de Agosto del 2009, mismjree aquellos coh. weissflogiifueron
llevados a cabo el 3 de Septiembre (18 18 y 23y 283 de Septiembre de 2009 (18_23).

(I Experimentos bajo radiacion artificialLlas muestras se colocaron por duplicado
en tubos de cuarzo de 50 mL bajo tres tratamiedéosadiacion (como se describid
previamente) y se expusieron a tres irradianciteyatites de PAR y RUV, ajustando la
distancia de las muestras al simulador solar (H8gtem Sol 1200, Honle, Alemania): (1)
RUV-B: 0,73 W n¥, RUV-A: 28,5 W n¥; PAR: 375 pmol fotones ms®; (2) RUV-B:
1,45 W n¥¥, RUV-A: 58,9 W nt; PAR: 698 pmol fotones fns?; (3) RUV-B: 2,19 W nf,
RUV-A: 89,4 W m?% PAR: 1041 pmol fotones Ms'. Las muestras se expusieron
sumergidas en un bafio de agua debajo del simusati, el cual se encontraba dentro de
una camara (Minicella, Argentina) para el contrelld temperatura aunque, cuando fue
necesario, se agregoé hielo de manera que la tetapere excedié los 18 o0 23°C por mas
de 1°C (dependiendo el experimento). Las diferecweshinaciones de temperatura de pre-
aclimatacion y exposicion fueron las mismas que dascriptas anteriormente. Cada
experimento consistié en 1 h de exposicion baginelilador solar y 1 h de recuperacion en

luz tenue (30 umol fotones “ms') con mediciones continuas de los parametros de
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fluorescencia durante estos periodos. Ademas diedrama medicion de recuperacion

extra, 1 h después de la ultima medicién de reaapar.

3.2.3 Andlisis y mediciones

Se realizaron las siguientes mediciones y andlisis:

Mediciones de radiacion y temperaturd.a intensidad de la radiaciéon fue
monitoreada de manera continua, usando un radiordetbanda ancha (ELDONET, Real
Time Computer, M6hrendorf, Alemania) que mide RU{ZB0-315 nm), RUV-A (315-
400 nm) y PAR (400-700 nm) cada un segundo, praarledidatos por intervalo de minuto
y almacena los datos en una computadora. Esteinmstto se calibra cada afio por un
procedimiento de calibracion solar y esta instaleddorma permanente en el techo de la
Estacion de Fotobiologia Playa Union. Por su péatéemperatura del agua dentro de los
bafios termostéticos se controlé por sensores @ulech cada canal de temperatura y fue

ajustada automaticamente a lo largo del experimento

Mediciones de fluorescencida eficiencia fotoquimica de separacion de cadgls
PSII esté relacionada con la proporcion de cemteagaccion fotoquimicamente activos en
éste. Este parametro se determindé midiendo la @més la fluorescencia vivo de la clor

a con un fluorémetro de pulsos de amplitud modul@ater-ED PAM, Walz, Alemania).
La eficiencia fotoquimica de separacion de carga®8Il AF/Fm” o Y) se calcul6 usando

las ecuaciones de Genty et al. (1989):
Y=AF/Fn=(Fm-R)/Fm 1)

donde F, es la méxima intensidad de la fluorescencia adolaa en una célula irradiada e
inducida por un pulso de luz de saturacién (~53@tblpfotones nf s* en 0,8 s) en
presencia de una luz actinica tenue; el estado basal de fluorescencia inducidameor u
luz actinica débil en células adaptadas a lundalphotochemical quenchiffPQ) de la
fluorescencia de la cla es un indicador de la disipacion de energia dgzlabsorbida en
exceso, y es el mecanismo de fotoproteccion a @amo mas importante activado por

intensidades de PAR en niveles de saturacion. ED B determiné midiendoFal
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principio del experimento en muestras mantenidasaerscuridad durante 5 min y.F

durante el periodo de exposicion, y fue calculaztoa:
NPQ= (R - Fm)/ Fn 2

No se encontraron diferencias significativas elutsevalores de NPQ calculados de
esta manera y aquellos obtenidos directamentdutebfmetro PAM, por lo que se usaron
los datos obtenidos con este instrumento. En tddsscasos, las mediciones de la
fluorescencia de la cl@ fueron realizadas 6 veces para cada muestra.

Concentracion de células y cuantificacion de pigtosnSe fijaron alicuotas de 10
mL de cada cultivo con formalina neutralizada (@mracion final de formaldehido en la
muestra = 0.4%) y se contaron en una camara Neubaoain microscopio optico (Zeiss
modelo D-7082, Alemania). La concentracion de algrcarotenoides se determiné a partir
de la filtracién de 20-50 mL de muestra en filttleatman GF/F (25 mm) y extrayendo los
pigmentos fotosintéticos y compuestos que absodrerta RUV (MAAs) en metanol
absoluto (Holm-Hansen & Riemann, 1978). La absariaaiue medida entre 250 y 700 nm
usando un espectrofotometro de barrido (Hewlettké&dc modelo HP 8453E) y el
contenido de cloa y de carotenoides se calculé usando las ecuacitPerra (2002). La
concentracion de los MAAs fue estimada a partirpigd a 337 nm (Helbling et al., 1996).
A pesar de que algunos autores han sugerido qoeetanol al 20% es el solvente mas
eficiente para la extraccion de estos compuestadabtti & Sommaruga, 2002), debido a
la limitacion del volumen de las muestras y tentemth cuenta el objetivo de nuestra
investigacion, consideramos que el procedimiente gplicamos fue apropiado, aun
cuando la cantidad de compuestos que absorben eRUM pueden haber sido
subestimados. Una vez realizado el barrido, el misxiracto fue utilizado para obtener
una medicion de clax por métodos fluorométricos (Holm-Hansen et al.,5)96

Andlisis de datos y estadisticdos tratamientos de radiacion se realizaron por

duplicado y los resultados se expresaron como thamela mitad del rango de las medias

(half mean range Con el fin de determinar las diferencias entige fratamientos de

radiacion, de temperatura y entre especies, sebapih ANOVA de una via para

mediciones repetidas, mientras que se utilizé uODXN de dos vias para determinar las

interacciones entre la radiacion y la temperatmgyos con un limite de confianza del 95%
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(Zar, 1999). La normalidad y homocedasticidad dedatos se confirmaron mediante un
test de Kolmogorov-Smirnov y una grafica de losdwales, respectivamente. Por lo tanto,
la transformacion de los datos no fue necesariaa Rlstinguir los tratamientos
significativamente diferentes entre si se utilitdest de Newman-Keuls. En el caso de
encontrar una interaccién significativa entre los factores (radiacion y temperatura) se
realizé una grafica de inhibicion del Y vs. nivebls radiacion para cada tratamiento de
temperatura, para determinar si el efecto combirexdopositivo (sinérgico) o negativo
(antagonico) (Dunne, 2010).

La reduccion del Y para cada intervalo de longdednda (i.e., en los tratamientos
PAB y PA en relacion al control P) durante el pgoiale incubacion se calculd de la

siguiente manera:

Disminucién de Y debido a la RUV-B = [f¥ Ypag) — (Yp— Ypa)] / (Yp) * 100 3

Disminucion de Y debido a la RUV-A = f¥- Ypa) / (Yp) * 100 (4)

donde ¥ Ypa Y Ypag SON las eficiencias fotoquimicas efectivas pasattatamientos P,
PA, y PAB, respectivamente. Para comparar las @sashibicion y recuperacion bajo los
diferentes tratamientos de radiacion / temperagga&alculo la pendientey / At para cada

intervalo (exposicion / recuperacion) aplicandajuste a una funcion lineal.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Condiciones de radiaciéon solar

Las condiciones de radiacion solar durante el derte estudio se muestran en la
Fig. 3.1. En general, las condiciones durante las de experimentacion fueron de poca
nubosidad, pero algo de ella fue evidente en lgd&amas de los dias Julianos 245 y 246, y
del dia 248. Los valores maximos de PAR fueron 280-W m? (Fig. 3.1A) y similares
entre los dias que se realizaron experimentosCcanacilisy T. weissflogi- dias Julianos
246-247. Tanto la RUV-A (Fig. 3.1B) como la RUV-Big. 3.1C) siguieron la misma
tendencia que el PAR, con valores maximos de ~ 35 W rnif para RUV-A y RUV-

B, respectivamente.
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Figura 3.1. Condiciones de radiacion durante el periodo 31 gesto-5 de Septiembre, 2009. Los

experimentos se llevaron a cabo el 31 de Agost Jdiiano 243), 3 de Septiembre (dia Juliano
246) y 4 de Septiembre, 2009 (dia Juliano 247adlancia diaria de: (A) PAR, 400-700 nm; (B)

RUV-A, 315-400 nm y; (C) RUV-B, 280-315 nm (en W"m

3.3.2 Experimentos con radiacién natural

Por simplicidad, se presentan solo los datos adidsren los tratamientos PAB y P,
y los obtenidos bajo PA se presentan en la TabladtoC. graciliscomoT. weissfloggii
mostraron un claro patrén de inhibicion de Y taonpo como las muestras se expusieron a
la radiacion solar, en todos los tratamientos dahkac#dn y temperatura (Fig. 3.2). Sin
embargo, se produjo una recuperacion duranteda,taunque en diferente grado segun la
especie y la combinacion de tratamientos de teryaréFig. 3.2)C. gracilis (Fig. 3.2 A-

B) mostr6 una mayor recuperacion qde weissflogii (Fig. 3.2 D-E) al final del
experimento.
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Durante los ciclos diurnos se observaron efectdsidde a la RUV y a la
temperatura. Comparando los tratamientos de temopaydas células presentaron valores
de Y bajo ambos tratamientos de radiacion sigrifiaenente mas altos €0,001) en las
muestras expuestas a 23°C que a 18°C - i.e., yarselimatadas a 18°C y expuestas a
23°C, o pre-aclimatadas y expuestas a 23°G. 3.2 A-B y D-E y Tabla 3.1). Por otro
lado, y para ambas especies, los valores méas bigo¥ se observaron en muestras
expuestas a 18°C. En relacion a los tratamientesadiacion, se observo, en general, que la
mayor parte de la inhibicion del Y fue debida alRPAFig. 3.2 B y E). Sin embargo, la
RUV contribuyé a la inhibicion en un 37% y 60% €n gracilis y T. weissflogii,
respectivamente a 18°C, y en menor proporcion £48fg. 3.2 C y F; Tabla 3.1). La
Tabla 3.1 resume los datos de la inhibicion medaisidh a la RUV erC. gracilisy T.
weissflogii En ambas especies, las muestras expuestas a fu8f@h aquellas que
mostraron mayor inhibicion debido a la RUV durasitelia (Fig. 3.2 C y F; Tabla 3.1). A
18°C, sin embargo, la inhibicién @n weissflogiifue significativamente mas alta(s001)
gue enC. gracilis Ambas especies expuestas a 23 23, mostraron nrgnbicion que
aquellas a 18_18 (i.e., 13%<({®001 y 15%, 0,005 enC. gracilis y T. weissflogii
respectivamente). Cabe destacar que cuando se @oipdas especies entre si, se
observaron algunas respuestas interesantes: Elmaje de inhibicion debido a la RUV en
el tratamiento 18_23 e@. gracilis (Fig. 3.2 C) fue similar al de 23_23 &n weissflogii
(Fig. 3.2 F). Asimismo, el efecto combinado de terafura y radiacion fue significativo

para todos los tratamientos Enweissflogii y solo para algunos &h gracilis (Tabla 3.3).
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Figura 3.2. Respuestas fotosintéticas @kaetoceros gracili$A-C) y Thalassiosira weissflog{D-

F) en experimentos realizados bajo condicionesadmcion solar. Porcentaje de cambio yleld

(Y) relativo al tiempo cero {t en muestras d€haetoceros gracili@xpuestas a: (A) PAR+RUV-
A+RUV-B (tratamiento PAB) y; (B) solo PAR (tratamie P). (C) Porcentaje de inhibicién debida
a la RUV (relativo a muestras bajo el tratamientad®ante estos ciclos diarios. Porcentaje de
cambio delyield (Y) relativo al tiempo cerodten muestras déhalassiosira weissflogéxpuestas

a: (D) PAR+RUV-A+RUV-B (tratamiento PAB) y; (E) soPAR (tratamiento P). (F) Porcentaje de
inhibicion debida a la RUV (relativo a muestrasobelj tratamiento P) durante estos ciclos diarios.
Los simbolos indican los diferentes tratamientosedeperatura: 18 18 (circulos azules y verdes),
18 23 (circulos blancos) y 23 23 (triangulos rojosaranjas). Las lineas verticales sobre los
simbolos indican la mitad del rango de las media¥f (nean range
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Tabla 3.1. Promedio maximo (z la mitad del rango de las m&die la fotoinhibicion inducida por

la RUV-A y la RUV-B (como porcentaje relativo abhtamiento P) de las muestras expuestas a
radiacion solar bajo los diferentes tratamientostetaperatura (18_18; 18 23 y 23 _23). La
inhibicion media se calcul6 en el periodo entrel32%. La explicacion se presenta en el texto.

Radiacién natural
Tratamientos de Chaetoceros gracil Thalassiosira weissflo
temperatura | Inhibicién por | Inhibicién por | Inhibicién por Inhibicién por
RUV-A RUV-B RUV-A RUV-B
18_18 29,8+ 37 7,4+40 46,1+ 54 13,6+ 3,2
18_23 257+58 7,8+39 34,4+48 53+£45
23_23 159+ 3¢ 7,7+3¢ 36,7 = 6, 7,5+3f¢

Con el fin de evaluar los potenciales mecanismdetidg@roteccion ert. gracilisy
T. weissflogiicontra el estrés producido por la radiacion sdarestudio la respuesta del
non-photochemical quenchifyPQ) a lo largo de los ciclos diurnos (Fig. 3Guando se
comparo la respuesta de ambas especies, se obsevatores de NPQ significativamente
mas altos el€. gracilis (Fig. 3.3 A-B) que efM. weissflogii(Fig. 3.3 C y D). En general,
los valores mas altos de NPQ €h gracilis se observaron en 18 23 para ambos
tratamientos de radiacion, mientras que los méasstksg encontraron en 18 18 (Fig. 3.3 A-
B). Aunque los valores de NPQ &nweissflogiifueron significativamente mas bajos que
en C. gracilis (Fig. 3.3 C-D), se observaron algunas difereneigse los tratamientos de
temperatura, con valores de NPQ mas altos en lastras bajo el tratamiento 23_23 (Fig.
3.3 C-D).
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Figura 3.3.Non photochemical quenchiriiyPQ) del PSIl a lo largo de exposiciones bajda@dn
solar en: (A) Muestras d€haetoceros graciliexpuestas a la radiaciéon solar total (tratamiento
PAB); (B) Muestras d€haetoceros graciliexpuestas a solo PAR (tratamiento P). No se despon
datos para el tratamiento 23_23; (C) Muestrastigassiosira weissfloggéxpuestas a la radiacion
solar total (tratamiento PAB); (D) Muestras @lkalassiosira weissfloggiéxpuestas a solo PAR
(tratamiento P). Los simbolos indican los diferentatamientos de temperatura: 18 _18 (circulos
azules y verdes), 18 23 (circulos blancos) y 23(tBdngulos rojos y naranjas). Las lineas
verticales sobre los simbolos indican la mitadrdego de las mediakdlf mean range

3.3.3 Experimentos con radiacién artificial

Con la finalidad de estudiar en méas detalle labicion y recuperacion del Y .
gracilis y T. weissflogiien condiciones de irradiancias crecientes (i@mparados con
condiciones de radiacion natural), se disefiaroioyvagxperimentos bajo un simulador
solar. Como datos representativos de los experosergalizados, en la Fig. 3.4 se
presentan los resultados obtenidos en condicioniesnedias de irradiancia: RUV-B=1,45
W m? RUV-A=58,9 W n¥ y PAR= 152 W rif (698 p mol fotones is?). De manera
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similar a los experimentos realizados con radiao@tural, se identifico un claro patron de
inhibicion y de recuperacion una vez eliminado sfrés (Fig. 3.4 A-B y D-E). Sin
embargo, se observaron respuestas diferent€s gracilisy T. weissflogii.En C. gracilis

los valores de Y mas altos durante la exposiciodeterminaron en el tratamiento 23_23,
mientras que los mas bajos se encontraron baj® dl8l(Fig. 3.4 A). Sin embargo, durante
la recuperacion, los valores de Y en 18_23 fuergnifgcativamente mas altos que en los
demés tratamientos de temperatura. En las expoegiedlo con PAR (Fig. 3.4 B) los
valores en el tratamiento 18 23 fueron significatiente mas altos durante todo el
experimento, tanto en la etapa de inhibicion comdaede recuperacién. Después de una
hora de recuperaciéf. gracilis alcanzé un 90% del valor inicial del Y en el tratanto
PAB, mientras que cuando fue expuesta solo a Pagd lal 100%. EA. weissflogii en
cambio, se obtuvieron valores de Y mucho mas bejosl tratamiento PAB (Fig. 3.4 D)
gue en el P (Fig. 3.4-E). Dentro de cualquier tméato de radiacion, los valores de Y mas
altos fueron registrados en el tratamiento 23 R ynas bajos en las muestras expuestas a
18°C.T. weissflogiituvo una recuperacion menor goegracilis durante la primera hora y
alcanzé ~ 60% y ~ 80% en el tratamiento PAB (Figd ®) y P (Fig. 3.4 E)
respectivamente, alcanzando el valor de Y inicidhsa dos horas de recuperacion. La
contribucion de la RUV a la inhibicion del Y duraribs experimentos se observa en las
Figs. 3.4 C y F: erC. gracilis (Fig. 3.4 C) la inhibicion mas baja debida a la\Rfue
observada en el tratamiento 23_23, mientras quekalta en el 18_23. Hn weissflogii
(Fig. 3.4 F) la inhibicion mas alta (hasta de 65&&) determinada en el tratamiento 18 18
mientras que la mas baja en el 23_23. La TablanB&stra la principal contribuciéon de la
RUV-A y RUV-B en inducir inhibicion enC. gracilis y T. weissflogiidurante estos
experimentos con radiacion artificial, siendo la \RA la fraccion de la RUV que
contribuyé en mayor medida a la inhibicion. En jgatar, paraC. gracilis la inhibicion
mas alta inducida por RUV-A se encontrdé generalment el tratamiento 18_18, con una
tendencia de aumento con la irradiancia. En ligeagrales, los valores de inhibicion mas
altos (61, 35% y 28, 45% para RUV-A y RUV-B respaahente) fueron determinados en
el tratamiento 18 18 cuando las muestras fueronestps a irradiancias de RUV y PAR
de 315 W.rif. De manera similarT. weissflogiipresenté los valores de inhibicién més

altos inducidos por la RUV-A (i.e., 80%) en el araiento 18 18 bajo las irradiancias mas
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altas usadas en los experimentos, aunque se agistralores altos de inhibicion (~74%)
en el tratamiento 23_23. Finalmente, la inhibiciaducida por la RUV-B lleg6 a los
valores mas altos en el tratamiento 18_18 (~20%0) lba irradiancias mas altas aplicadas

en estos experimentos.

YpaB (% de tg) Yp (% de tp) RUVinh (%)
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Figura 3.4. Respuestas fotosintéticas @raetoceros gracili$A-C) y Thalassiosira weissflog{D-

F) en experimentos llevados a cabo bajo condicideesadiacion artificial (RUV-B: 1,45 W
RUV-A: 58, 9 W n¥, PAR: 698 umol fotones fs?). Porcentaje de cambio dgkld (Y) relativo

al tiempo cero () en muestras d€haetoceros graciliexpuestas a: (A) PAR+RUV-A+RUV-B
(tratamiento PAB) y; (B) solo PAR (tratamiento BJ) Porcentaje de inhibicién debida a la RUV
(relativos a muestras bajo el tratamiento P) derastos ciclos diarios. Porcentaje de cambio del
yield (Y) relativo al tiempo cero {t en muestras d&halassiosira weissflogiexpuestas a: (D)
PAR+RUV-A+RUV-B (tratamiento PAB) y; (E) solo PARrdtamiento P). (F) Porcentaje de
inhibicion debida a la RUV (relativos a muestrap & tratamiento P) durante estos ciclos diarios.
Los simbolos indican los diferentes tratamientosedeperatura: 18 18 (circulos azules y verdes),
18 23 (circulos blancos) y 23 23 (triangulos rojosaranjas). Las lineas verticales sobre los
simbolos indican la mitad del rango de las mediadf (nean range Las areas blancas y grises
indican los periodos de exposicion y recuperacispectivamente.
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Tabla 3.2. Promedio maximo (x la mitad del rango de las n®dide la inhibicién (como
porcentaje relativo al tratamiento P) de las mass&xpuestas a tres intensidades de radiacion
artificial bajo diferentes tratamientos de tempaaat(i.e., 18 18; 18 23 y 23 _23). Explicacién
completa en el texto.

Radiacion atrtificial
Chaetoceros gracilis| Thalassiosira weissflopii
Tratamientos | Irradiancias| Inhibicion | Inhibicién | Inhibicion Inhibicion
de por RUV-A | por RUV-B | por RUV-A | por RUV-B
temperatur
18 18 110 W m? 247+57 | 134 +2,9| 49,3+38 10,0+2,2
210 W n? 365+30 6,9 +£3,9 532+7,7 7,244 .1
315 W n? 345+57 6,5+ 2,6 738 +4,0 15,1+4,7
18 23 110 W m? 30,4 +4,9 34+26 406 +3,7 10,0+2,9
210 W m 319+43| 76+29 50,5+4 2 7,1+35
23 2 110 W m? 21,0+1.8 58+1,8 32,246 4 7,049
210 W m 144+21 0 41,7+4 9 8,0+55
315Wn¥ | 216+39 0 55,4+18,0 0

La dinamica fotoquimica d€. gracilis y T. weissflogiiexpuestas a diferentes

irradiancias y temperaturas se presenta en ladFBgPor simplicidad, se muestran las tasas
de inhibicion y de recuperacion en funcion a ladrancia para los tratamientos PAB y P.
Cuando se analizaron las tasas de inhibicion ypexaion para las especies de estudio, se
extrajeron dos conclusiones principales: una eslagiéasas de inhibicion se incrementan
con el aumento de la irradiancia, mientras queadé&secuperacion disminuyen en ambas
especies y condiciones de radiacion / temperafidamas, el aumento de la temperatura
tiene un efecto significativo disminuyendo las sada inhibicion, pero su efecto sobre las
tasas de recuperacion es muy bajo. Cuando se caropdas respuestas particulares de las
dos especies estudiadas, se observo que miengrdasks de inhibicion e@. gracilis
fueron mas bajas en el tratamiento P (Fig. 4.5 AdB)T. weissflogiila diferencia entre
PAB y P fue mucho mas marcada (Fig. 4.5 C-D). Bacién a las tasas de recuperacion, la
tasa de cambio con la irradiancia fue mas prondacen PAB que en P, para ambas
especies (Fig. 4.5 A-D).
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Figura 3.5. Tasas de inhibicion y de recuperaciénCGiraetoceros gracili$A y B) y Thalassiosira
weissfloggii (D y E) calculadas a partir de datos obtenidoserperimentos realizados bajo
condiciones de radiacion artificial y bajo irradi@as crecientes. Tasas @e gracilis bajo: (A)
PAR+RUV-A+RUV-B (tratamiento PAB) y; (B) solo PARgtamiento P). Tasas de weissfloggii
bajo: (C) PAR+RUV-A+RUV-B (tratamiento PAB) y; (Bplo PAR (tratamiento P). Los simbolos
coloreados y vacios indican las tasas de inhibigidacuperacion, respectivamente. Los circulos,
cuadrados y tridngulos son muestras expuestasteatamientos 18 18, 18 23 y 23_23. Las lineas
sobre los simbolos indican la mitad del rango daradiast{alf mean range
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Tabla 3.3.Resultados de ANOVA de una y dos vias para estblas diferencias en la inhibicion
del Y entre los tratamientos de radiacion, de teatpea y de ambos combinados radiacion *
temperatura durante las exposiciones a la radiaotar Los tratamientos de radiaciéon son: PAB=
PAR + RUV-A + RUV-B; PA= PAR + RUV-A; P= PAR. Losdatamientos de temperatura son:
a=18 18; b= 18 23; c=23_23.

EXPOSICIONES A RADIACION NATURAL
Analisis Estadisticos

Tratamientos de Tratamientos de Radiacion* Temperatura
Radiacion Temperatura
p<0.001 p<0.05 PABa =PABb= PABC, p>0.05
16(3_)18 pAB=pAp | PAB c=bra PABa # PABC; p<0.05
a
C. gracilis p<0.001 p<0.001 Pa7 (Pb, F); p<0.05
= Pb= Fc; p>0.05
18 23 PAB=PAZP PA ¢ =bta p>
(b) PABa# (Pa, Pb, Ft); p<0.05
p<0.001 )
23 23 0>0.05 P otbta PABb (Pc, Pb); p<0.05
(c) PABb=Pa; p>0.05
PABc = (Pa, Po, Ft) ; p>0.05
p<0.001 p<0.05 PABa # (PABb;PABc) ; p<0.05
T 15(3_)18 paB=pap | PAB c=bra PABb=PABc; p>0.05
. a
weissflogii p<0.001 p<0.001 Pa+# (Pb;Pc) ; p<0.05
18 23 pappap | PA ctba Pb=Pc; p>0.05
(b) PABa # (Pa;Pb;Pc) ; p<0.05
p<0.001 o
23 23 005 p otbta PABb # (Pb; Pc) ; p<0.05
© p=0. PABb=Pa; p>0.05
PABc # (Pb; Pc) ; p<0.05
PABc=Pa; p>0.05

3.4 DISCUSION

Esta investigacion se enfoco en los efectos cordbsae PAR/RUV y la temperatura
sobre la fotosintesis (estudiada por medio dauadiscencia emitida por la cladel PSII)
de dos especies de diatome@sgracilisy T. weisflogii El resultado mas importante de
este estudio fue el efecto beneficioso que proélieemento de la temperatura en células
expuestas a radiacion, contrarrestando de manecelpal efecto inhibitorio de la RUV
sobre la fotosintesis.

De manera similar, estudios previos realizados lkordiatomeaThalassiosira
pseudonanaSobrino & Neale, 2007) determinaron que duranggosiciones de corto

plazo, esta especie muestra mayor sensibilidadR&JM bajo condiciones de temperaturas
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bajas. Sin embargo, este efecto beneficioso dekatorde la temperatura no ocurre en
todas las especies, ya que en un estudio realzaaainoflagelados simbiontes (Lesser,
1996) se demostré que los efectos negativos ddJM & potencian bajo temperaturas
elevadas en las especies estudiadas, debido adacgeion de gran cantidad de radicales
superoxido. Asimismo, en otro estudio llevado aocabn cianobacterias causantes de
floraciones (Ibelings, 1996) se confirmd que a terajuras elevadas el dafio producido por
exposiciones a irradiancias altas sobre el prodesfotosintesis es mayor. Por otro lado,
Roos & Vincent (1998) no encontraron ningun efet#da temperatura sobre la inhibicion
inducida por la RUV en la cianobacte®dormidium murrayipre-aclimatada a 20°C y
expuesta a RUV y PAR a 5, 10, 15 y 20°C. Es olpyiw,un lado, que las respuestas a la
RUV-temperatura son especificas de cada especig@ory otro, que los procesos
involucrados en la exposicion multifactorial de amgmos son complejos. Por ejemplo,
dentro de los efectos producidos por las temperatsub-6ptimas se incluyen la reduccion
de las tasas enzimaticas debido a restriccionemotiénamicas, la limitacion de
incorporacion de fosfato inorgénico y la inhibicidae la fotosintesis por el mecanismo de
retroalimentaciéon desencadenado ante la acumulaE@dproductos fotosintéticos finales
(Falk et al., 1996).

Los resultados presentados en este trabajo demuegte la fotosintesis de las dos
especies estudiadas, aclimatadas a 18°C, tal corestwsvieran en aguas superficiales
durante el verano en el area de estudio (Helblingl.e 2010) es inhibida tanto por la
radiacion solar como por la artificial, como sedevicia en la consistente reduccion del Y
durante las exposiciones (Figs. 3.2 y 3.4). Vaegtsidios sobre los efectos de las diferentes
bandas espectrales de la radiacion solar sobrdideeneia fotoquimica del PSII en
fitoplancton, han demostrado que la mayor partéadahibicion es debida al PAR; sin
embargo, la RUV causa una inhibicion adicional.iibiciéon por RUV observada fue
significativamente mas alta dn weissflogiique enC. gracilis(Fig. 3.2 Cy F; 3.4 Cy F).
Esto indicaria qué&. weissflogiipresenta una mayor sensibilidad a la RUV Gugracilis
durante exposiciones de corto plazo. Parte de sestaibilidad diferencial podria estar
relacionada con el tamafio celul@rweissflogii(~20 um) yC. gracilis (~5 um). De hecho,
otros autores han demostrado que las células ggamtemas sensibles que las pequefias

cuando se considera la fotoinhibicion (Helblingakt 2001a) probablemente debido a la
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rapida cinética de aclimatacion de estas ultimaghlihg et al., 2001b) lo cual se relaciona
con su alta relacion superficie / volumen. La deleeicia de los efectos de la RUV con el
tamafio también se relaciona con la capacidad declakas de sintetizar compuestos que
absorben RUV (MAAs), lo cual es mas importante étulas grandes que chicas,
probablemente debido al alto costo energético gpeesenta para estas Ultimas (Garcia-
Pichel, 1994). En el marco temporal de este estudiose registraron cantidades
significativas de estos compuestos protectoresimguna de las dos especies estudiadas
(datos no mostrados), pero durante experimentdarde plazo (7 dias de duracion) se
determiné que tienen la capacidad de sintetizamhogequefias cantidades (Marcoval et al.,
2007). Por lo tanto, aunque se encontraron diféasnobvias inter-especificas en la
respuesta fotosintética a corto plazo, no se paédear si éstas variarian en periodos de
tiempo mas largos, es decir, si los MAAs puedemcigdo aun contrarrestar los efectos
negativos causados por la RUV.

Existen otros compuestos que son también impodagdea hacer frente al exceso
de radiacion, como es el caso de la conversiométimia de las xantofilas, que protegen a
las células de altos niveles de PAR (Olaizola ¢t1894) o del estrés producido por la por
RUV (Zudaire & Roy, 2001; Buma et al., 2009). Lagpoxidacion de la diadinoxantina,
violaxantina y anteraxantina promueve la disipactin energia debida al exceso de
radiacion y reduce dafos potenciales al PSIl (@Rall et al., 2010). Esta de-epoxidacién
es disparada por la acidificacion del lumen dedasoplastos y ocurre en un lapso de
tiempo de minutos (Miller et al.,, 2001) desde knsferencia de las células a altas
irradiancias y puede ser ajustada a escalas dpdiemyores (dias) mediante la sintelss
novo de pigmentos (Kana et al., 1997). No soOlo se heportado diferencias en la
contribucion del ciclo de las xantdéfilas entre 6fdas y diatomeas (Zudaire & Roy, 2001,
Wagner et al., 2006) sino también en la capacidadedular el exceso de energia entre
especies de diatomeas (Lavaud et al., 2007). Unsemaade estimar esta capacidad de
regulacién es analizando el procesanda-photochemical quenchiftyPQ), el cual ocurre
en casi todos los organismos eucariotas fotostoety ayuda a regular y proteger la
fotosintesis en condiciones en las cuales la aldsorde energia luminosa excede la
capacidad de su uso (Mduller et al., 2001). En estadio, este mecanismo demostrd ser

importante erC. gracilis pero en mucha menor proporcion (o casi nuloY eweissflogii
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(Fig. 3.3). Sin embargo, estudios recientes (varPdk et al., 2010) reportaron que
weissflogiitiene la capacidad de regular el exceso de enpggianedio del ciclo de las
xantofilas pero en aquellos experimentos las celiuaron expuestas a mayor irradiancias
solares (i.e., durante el verano, enero - febrgu® las de nuestro estudio. Asimismo,
Buma et al. (2009) observaron un aumento en lactdgué de disipacion del exceso de
energia em. weissflogiiexpuesta a irradiancias altas (verano) pero estruestudio, es
probable que la historia luminica de estos orgamésno fue lo suficientemente alta como
para incrementar el mecanismo de disipacion, talocéuera reportado en otras especies
(Falkowski & La Roche, 1991; van de Poll et al.02D Mas aun, en un estudio llevado a
cabo con diatomeas de diferente distribucion eapa® observéd que el NPQ en diatomeas
oceanicas se induce en condiciones de baja intshdidminica; en cambio, en las
diatomeas estuarinas, el NPQ se dispara a intetesidaminicas 3 a 5 veces mas altas que
las irradiancias de crecimiento (Lavaud et al.,, 720Qa adaptaciéon de las diatomeas
estuarinas a un régimen luminico variable es tal guNPQ puede dispararse solo si el
estado redox del PSII se encuentra cercano adeas#in (Ruban et al., 2004). Por lo tanto,
las diferentes respuestas observadas en las desiessmle estudio probablemente sea
adaptativa (i.e., genética). Otra explicacion pasavalores bajos de NPQ &nweissflogii
podria estar relacionado con el hecho de que estmnmismo en diatomeas presenta
diversas fases: (1) un componente transitorio ilmdummediatamente bajo radiacion, (2)
un componente fijo que ocurre durante periodosdartliego de alta radiacion y (3) un
componente rapido de relajacion que se activa teifantransicion de alta radiacion a
oscuridad (Grouneva et al., 2008). En este estud®, mediciones de NPQ fueron
realizadas a partir del,Amedido después de una incubacion corta en osdyipda lo que

es posible que este tiempo no haya sido suficipata relajar algunos componentes del
NPQ, y en consecuencia, los valores de éste pobaber sido levemente sub-estimados
(i.e., T. weissflogil.

En los parrafos previos, se consideraron las respsiele las células cuando fueron
aclimatadas a la temperatumasitu de verano (18°C). Sin embargo, en este estudibi¢am
se considerd un potencial aumento de la temperdauB&C, como se plantea en uno de los
escenarios de cambio climético para el 2100 (IPZDOY). Esta temperatura aumentada fue

simulada de dos maneras, una como un aumento irepei@n escalas de minutos),
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incubando las células previamente aclimatadas & 1B°exponiéndolas a 23°C, y
aclimatando células por periodos de tiempo mas$agg23°C. Aunque un incremento
repentino podria parecer irrealista a primera yeséudios previos usando boyas sugirieron
gue las células de fitoplancton pueden quedar adespen capas superficiales de mezcla
(CMS) transitorias muy delgadas, dentro de lasesuab solo se encontrarian expuestas a
altas irradiancias, sino también a repentinos mergos de temperatura (Neale et al.,
2003).

Nuestros resultados apoyan la idea inicial de qgecElulas de&. gracilisy T.
weissflogii se benefician por el incremento de la temperatyrajostraron una mejor
respuesta fotosintética bajo esas condicionesendai un mejor funcionamiento al
contrarrestar (al menos parcialmente) el estrésdded la RUV. De hecho, el efecto
antagonico entre temperatura y la RUV fue obsen@ddodos los tratamientos @n
weissflogij pero sélo en algunos €h gracilis (Tabla 3.3), demostrandose una interaccion
negativa con la RUV sobre la inhibicion gé¢ld (Dunne, 2010). Las diferentes respuestas
observadas en la eficiencia fotoquimica efectivaP&l no s6lo muestran que las células
fueron beneficiadas por la pre-aclimatacion a 2@f&amiento 23_23) sino también que
son capaces de responder muy rapido al aumentngeetatura repentino (de 18 a 23°C).
Lo anterior resulta en una mejor respuesta, no adtiisminuir la inhibicién del Y (Figs.
3.2 y 3.4) sino también al incrementar la capacudadegulacion del exceso de energia a
traves del NPQ, en particular €h gracilis (Fig. 3.3). De manera similar, una mejor
respuesta en cuanto a la actividad fotosintéticacé@ulas que tuvieron una rapida
aclimatacion a altas temperaturas se observd.epseudonanaclimatada a 20 °C y
expuesta a 15, 20 y 25 °C (Sobrino & Neale, 2007).

Uno de los principales blancos de la fotoinhibicesla proteina D1 del PSII, la
cual controla el transporte electrénico despuésadabsorcion primaria de fotones; esta
proteina es removida por proteasas, dando comtiagswna disminucion de la eficiencia
fotoquimica (Hanelt et al., 1993). Durante la resapion, sin embargo, esta proteina es
restaurada y este proceso es facilitado por udoagemplazo de la proteina (Komenda et
al., 2000). En este estudio, se esperaba que vemeato de la temperatura resultara en
una actividad metabodlica mas rapida y por lo t@mana sintesis mas eficiente de proteina

D1, tal como se ha observado en otros estudiose(Geal., 1986; Rae et al., 2000;
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Bouchard et al., 2005a) o en una rapida recuperammo la reportada €h pseudonana
(Sobrino & Neale, 2007). Sin embargo, esto no fusy evidente a partir de los datos, ya
gue se observaron leves diferencias entre las cionds de temperatura e irradiancia (Fig.
3.5). Sin embargo, durante la exposicion, fue etel€ue el aumento de la temperatura
disminuyo las tasas de inhibicion (Fig. 3.5). Leesior indica que durante la exposicion, el
balance entre los efectos negativos (inhibiciongsy positivos (reparacion-disipacion) se
inclina hacia un balance positivo con el aumenttademperatura, sugiriendo que aunque
se alcanza una maxima inhibicion durante los erpmrios, la reparacion-disipacion
aumenta con el aumento de la temperatura. Por stgpueste balance tiene sus
limitaciones, dado que las diferencias entre latnientos de temperatura se observaron a
las irradiancias mas bajas, pero no fueron evidemtea mas alta. Lo anterior podria estar
relacionado con un umbral del efecto de la tempaaa irradiancias saturantes. De hecho,
Miller et al. (1998) observaron que la dimensioh efecto de la temperatura (evaluada a
partir de mediciones de asimilacién de carbonokdde de la intensidad de la luz, y esta
dependencia de la temperatura con la luz puede pateocado una eficiencia fotoquimica
menor a irradiancias sub-saturantes, y a bajafiamaias tanto a temperaturas supra- como
a sub-optimas.

El interrogante sobre por qué las especies respoadeforma diferencial a las
mismas variables puede deberse al uso de diferpitiess. Se sabe que en los ambientes
marinos existe un gradiente de luz, que va desdasagstuarinas turbias y con mucho
movimiento, a aguas oceanicas claras y tranquilasifitrye & Geider, 2000). De hecho,
las especies utilizadas en este estudio son cdsetictas de diferentes nichos: mientfas
gracilis es frecuentemente costefia,weissflogiies una especie estuarina. Por lo tanto, el
mejor desempefio bajo un estrés de RUV observad®.egracilis puede ser una
consecuencia de la aclimatacion a irradiancias §iteluida la de RUV) que experimenta
durante los eventos de estratificacion de la colunhm agua. Por su ladb, weissflogiise
encuentra adaptada a aguas turbias caracteridédas ambientes estuarinos, con mezcla
continua, lo que implicaria una menor capacidadotierar exposiciones prolongadas a
irradiancias superficiales simuladas.

En resumen, los resultados de este trabajo ponemvitencia la respuesta

diferencial de las dos especies estudiadas dgtmdan lado, a la sensibilidad especifica de
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cada especie, y por otro, a sus diferencias eagacidad de aclimatacion por pertenecer a
diferentes ambientes luminicos. Esta diferencialasnrespuestas entre las especies de
fitoplancton son criticas al momento de evaluaimglacto del cambio global. En este
estudio se demostré que el aumento de la temparaulria contrarrestar el impacto
negativo de la RUV. Sin embargo, debe considergise la extrapolacion a partir
situaciones simuladas situy a corto plazo debe realizarse con mucho cuidgalgue el
tipo de datos obtenidos puede explicar solo pagtdad respuestas debidas al cambio
climatico de los organismos que viven en sus ets&s naturales. De hecho, hay estudios
gue comparan los efectos combinados de RUV-temparat corto y mediano plazo que
demuestran que los organismos responden de unarandifierente dependiendo de la
escala temporal (Sobrino & Neale, 2007). Mas altgrgo ya se menciond anteriormente,
existe una gran variabilidad de respuestas ergtatdis especies y sistemas, dando lugar a
una diversidad de respuestas en diferentes regiBoedo tanto, es necesario realizar mas
estudios que consideren los efectos combinadosadediacion y la temperatura en
poblaciones naturales de fitoplancton durante dedale tiempo mas largos, con el objeto

de comprender mejor las posibles consecuenciasad#io global en la Patagonia.
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CAPITULO 4. Efectos de la RUV y de la
temperatura a mediano plazo.

Mecanismos de fotoproteccion
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4.1 INTRODUCCION

Entre los principales efectos de la RUV a corto gdiano plazo en el fitoplancton se
encuentran la disminucion de sus tasas de fotegnyede crecimiento, debido a dafio en
los componentes del PSIl y en el material gendiama et al., 1997; Nilawati et al.,
1997; Marcoval et al., 2007). Sin embargo, laslaslde fitoplancton poseen mecanismos
para disminuir o evitar los efectos negativos d&RldV. Una forma comun es realizar
migraciones verticales hacia aguas mas profundaboess de alta irradiancia, lo que
comunmente se denomina evasion (Roy, 2000). Loriantes posible debido a la
capacidad de movimiento propio que exhiben lasaspele fitoplancton flageladas (e.g.,
dinoflagelados, algunas clorodfitas, primnesidfitass). Los patrones de movimiento son
respuestas a una diversidad de condiciones amlagndentro de las cuales la radiacion es
una de las méas importantes (Buskey et al., 19%6yli¢tribucion espacial de las especies de
fitoplancton motiles es afectada tanto por su ma@oe activo como por su movimiento
pasivo (rift). Su movimiento activo consiste en migracionegic@es y en patrones de
desplazamiento al azar, mientras que su movimi@atsivo estd relacionado con la
turbulencia de la columna de agua (Visser & Thyge2603). Hay situaciones en las que
los organismos permanecen expuestos a la radipoidperiodos mas prolongados, ya sea
por encontrarse a expensas de los eventos defiestcadn y mezcla de la columna de agua
0 por cuestiones adaptativas. En estos casos, @rlasdestrategias mas eficaces para
protegerse de la RUV, es a través de la sintesisodgpuestos fotoprotectores. Los
compuestos fotoprotectores mas comunmente halladosrganismos acuaticos son los
carotenoides, que actian como antioxidantes, grigaoacidos tipo micosporina (MAAS,
mycosporine like aminoaciglgue tienen su maximo de absorcidén entre los 3260ynm
cumpliendo la funcién de “escudos” solares (Durgaml., 1995; Groniger et al., 2000;
Shick & Dunlap, 2002; Banaszak, 2003b; Korbee e2@6). Estos compuestos tienen
amplia distribucién, encontrdndose en organismosanibientes acuaticos tropicales,
templados y polares. Sin embargo, no todas lasiespée fitoplancton producen MAAs, y
hay grupos donde la sintesis de estos compuestosiggpoco comun o muy baja e.g.,
Chlorophyta (Llewellyn & Airs, 2010). Al respectalgunos autores han reportado que la
capacidad de aclimatacién a una determinada c@mdanbiental, por ejemplo a la RUV,

es caracteristica de cada especie fitoplanctégicagrupo taxonomico. Helbling et al.
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(1996) y Diaz et al (1997) observaron una menanidiscion de la fotosintesis debido al
RUV y una mayor sintesis de MAAs en especies domi@as centrales que en pennadas
de la Antéartida, mientras que Hannach & Sigleo 898n un estudio donde compararon
especies de Bacillariophyceae, Clorophyceae, Rualsyteae, Dinophyceae vy
Prymnesiophyceae, reportaron que la capacidadattigeion de MAAs es mas alta en los
representantes de estos dos Ultimos grupos taxoaémi

En el capitulo 3 se determind que las especiesatienibas estudiadaShaetoceros
gracilis y Thalassiosira weissflogiipresentan diferencias en su respuesta fotoquianica
corto plazo cuando son expuestas a la radiaci@n, sofjue la temperatura influye en dicha
respuesta. Estas diferencias probablemente se @ebparte a mecanismos a corto plazo,
ya sea de fotoproteccién (disipacién del exceserdergia en el PSIl) y/o de reparacion
(sintesisde novode la proteina D1). Como ya se menciond, cuandéxpasicion a ciertas
condiciones ambientales se prolonga por lapsosiethepd mayores (dias), se pueden
producir cambios fisiologicos mas permanentes. éllar, el objetivo general de este
capitulo es evaluar la respuesta fotoquimica a anedplazo y algunas estrategias de
aclimatacion a la RUV en diferentes especies dplfincton de distintos Phyla, asi como la
influencia de la temperatura sobre éstas. Dentrlasieespuestas estudiadas, se incluyé la
eficiencia fotoquimica efectiva, y dentro de losipes mecanismos de fotoproteccion se
evaluaron el NPQ, sintesis de MAAs y de carotepas) mecanismo de evasion tal como
lo es la migracion vertical. Dado que los nivelesrddiacion son determinantes en la
aclimatacion a la RUV (Roy, 2000), en este capisel@omparan también las respuestas de
aclimatacion a dos irradiancias distintas, del 109%lel 50% de la radiacion solar

incidente.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Cultivos de microalgas/ sitio de estudio

Se utilizaron cultivos semi-continuos dBrorocentrum micans Ehrenberg
(Dinophyceae), Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco (Chlorophyceae) Isochrysis
galbana Parke (Prymnesiophyceae) de la Coleccion de @gltige Microalgas de la
Estacion de Fotobiologia Playa Unién (EFPU, Argejti Los cultivos fueron mantenidos

en erlenmeyers de 1 L con medio f/2 (Guillard &Iyt 1962) bajo un fotoperiodo de 12
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luz: 12 oscuridad en una camara de incubacion (Sargdelo ML 350). Las células fueron
pre-aclimatadas a la temperaturasitu para la estacion del afio en que se hizo cada
experimento: 18°CRH. mican3 o 15°C D. salinael. galbang durante 2 semanas previas a
la experimentacién y mantenidas a una intensida@AdR constante (235mol fotones it

s). Los cultivos fueron utilizados en los experintsnicuando estuvieron en la fase
exponencial de crecimiento. Los experimentos Bomicansfueron realizados durante el
verano austral (9-15 de Febrero, 2011), mientraelbxg realizados cod. salinae I.
galbana se llevaron a cabo en la primavera (12-16 y 21d25Noviembre, 2011,
respectivamente) en la Estacion de FotobiologigaPRlmion, EFPU (43.3° S; 65° O).

4.2.2 Protocolo de muestreo y experimentacion

Los experimentos para evaluar el efecto combinada RUV y de la temperatura a
mediano plazo sobre la fotosintesis y la fotoadimidn mediante mecanismos de
fotoproteccion erP. micans D. salina e I. galbanase llevaron a cabo de la siguiente
manera: antes de la experimentacion, se agreg®rfigdiGuillard & Ryther, 196Ra cada
cultivo en una proporcion aproximada de 6:1. Lasestnas (duplicado para cada
combinacion de los tres tratamientos aplicados:iacath, cantidad y calidad, y
temperatura) fueron colocadas en tubos de cuaralunjen de muestra: 300 mL) y
expuestas a radiacion natural 11 h cada dia (8ra féra local) durante un lapso deP7 (
micang o 5 diasD. salinael. galbang. Los tratamientos aplicados a las muestras fueron
1.- de calidad de radiacion, PAB (RUV + PAR, 28@ Tdn), tubos no cubiertos y P (PAR,
400-700 nm), tubos cubiertos con filtro Ultraphbkv(Opak, Digefra, Munich, Alemania).
2.- de temperatura, controlin situ (promedio de temperatura superficial costera )ogal
aumentada (+5°C). Para tal fin, los tubos fuerdogamlosen bafios termostaticos (Frio 21,
Argentina) con dos circuitos independientes quetuvéron la temperatura a 18 °€. (
micang o a 15 °C D. salinael. galbang, para establecer el tratamiento de temperatura
situy a 23 °C P. mican$ o a 20 °C D. salina e I. galbang, como tratamiento de
temperatura aumentada. 3.- de cantidad de radijat@?o y 50% (tubos cubiertos con
malla de densidad neutra). Diariamente, a partiladel9 h, las muestras eran llevadas al
laboratorio y mantenidas en oscuridad bajo las mmseondiciones de temperatura de

exposicion, en dos camaras de incubacion con lagpematuras respectivas. Al dia
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siguiente, a partir de las 8 h, las muestras eslotadas nuevamente en los bafios térmicos
correspondientes para su exposicion a radiaci@m.sol

Para la medicion de diversos parametros de fluenesg, se colectaron muestras
tres veces al dia: mafiana (8 h), mediodia (13 tayde (19 h). Asimismo, se realizaron
mediciones a lo largo de ciclos diurnos para detexaones de eficiencia fotoquimica
durante el primer y dltimo dia de los experimentoslectando muestras de manera
alternada entre los distintos tratamientos de caotia dado que el nimero total de tubos
era 16, cada muestra fue medida aproximadamenée6tachin. Ademas, se colectaron dia
por medio 50-100 mL de muestra para la determinmadi® la concentracion de clar
carotenoides, compuestos que absorben en la RUVAEYIA densidad celular desde el
inicio hasta el final de cada experimento. Posteramte a la toma de muestras para la
determinacion de pigmentos y de abundancia celskrredujeron las muestras a un
volumen de 200 mL y se les agregd 100 mL de mé#jafcanzando un volumen final de
300 mL en todos los casos. De esta manera, losvasilise mantuvieron en fase
exponencial, o que fue confirmado con los valateslensidad celular que se mantuvieron
similares a lo largo del experimento.

Los experimentos para evaluar la migracion vertsealealizaron por medio de la
exposicion a radiacion artificial bajo un simuladmtar (Honle System Sol 1200, Honle,
Alemania) el cual se encontraba dentro de una @r(imicella, Argentina) para el
control de la temperatura. Los cultivos fueron caftos en 4 columnas de vidrio de ~8 x
15 x 60 cmy 7 L de capacidad, en 5 L de agua deantaclavada (concentracion final de
los cultivos, ~500-750 cél. mil), las cuales fueron colocadas dentro de un bafgda
(cilindro de 50 L de capacidad) para reducir cui@igpotencial variacion de temperatura
(Fig. 4.1). El arreglo de columnas disefiado pata &sbajo es muy similar a otros
utilizados en estudios de migracion vertical deeeigs de fitoplancton (Richter et al.
2007a-b) y de zooplancton (Leech et al., 2005; dldi8. West, 1993).

Con el fin de que las células se distribuyeron @aera homogénea en la columna
de agua, antes de iniciar los experimentos de @ipps se mezclaron las muestras
colocadas en las columnas con una varilla de vidgi® aplicaron 2 tratamientos de
radiacion, PAB y P (por duplicado) de manera siémda y 2 tratamientos de temperatura

gue se realizaron a distintos tiempos debido aha@spefectivo bajo el simulador solar.
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Mientras que los tratamientos de radiacion fuerstaldecidos con los materiales ya
mencionados (ver en la seccibfateriales y Fuentes de lluminacioapitulo 2), la
temperatura correspondiente a cada tratamientaléa@zada y mantenida por medio de la
adicion de hielo (temperatum situ) o con la regulacién de la temperatura de la camar
(temperatura aumentada). La distancia de la sgperfiel agua en las columnas al
simulador solar fue ajustada de manera tal quecildBvos en superficie recibieron
intensidades de ~150, 60 y 1.5 W e PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente. Estos
experimentos solo se pudieron realizar Borsalinael. galbanay se llevaron a cabo con
cultivos provenientes del dia final de las exposies de mediano plazo a radiacion solar
(cultivos pre-aclimatados) y con cultivos que neréin pre-aclimatados a radiacion solar
(i.e., aquellos utilizados para realizar los expentos detallados anteriormente), sino
mantenidos en condiciones de luz constante (@86l fotones rf s%). Es importante
destacar que las especies seleccionadas parssest® g@oseen flagelos, por lo que tienen
motilidad propia. El desplazamiento de las célulestimado por la concentracion de
células a distintas profundidades) se evalu6 derdrit de exposicion, tomando muestras
de 4 profundidades diferentes de la columna de:d&gua8, 29 y 40 cm, cada una hora.
Para colectar las muestras a distintas profundgjaseutilizaron 4 dispositivos (uno para
cada columna), construidos cada uno con 4 jeridgads) mL conectadas a una manguera
de la longitud correspondiente a cada una de pasfdndidades de muestreo (i.e., jeriiga

con una manguera de 5 cm de longitud, jeringa 2wcamguera de 18 cm, etc.).

Figura 4.1. Arreglo de columnas de vidrio en bafio de agudzatib para los experimentos de
migracion vertical d®. salinael. galbana
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4.2.3 Andlisis y mediciones

Se realizaron las siguientes mediciones y andlisis:

Mediciones de radiacion y temperaturda intensidad de la radiacion fue
monitoreada de manera continua, usando un radiordetbanda ancha (ELDONET, Real
Time Computer, Mdhrendorf, Alemania). En los exmpenmtos con radiacion natural, la
temperatura del agua dentro de los bafios termustafue controlada por sensores
conectados a cada canal de temperatura y ajustatdan&icamente a lo largo del
experimento. Por otro lado, en los experimentos ledjsimulador solar, la temperatura
superficial de las columnas de agua se midi6 comdmetros cada 30 min (ver mas
detalles en la seccidvianipulacion experimental de variables asociadasahbio global
Capitulo 2).

Mediciones de fluorescencida eficiencia fotoquimica de separacion de cadgs
PSII (AF/Fm” oyield - Y) y el non-photochemical quenchir®PQ) fueron medidos por
técnicas de fluorescencia, tal como se describdaeseccionAnalisis y Mediciones
Capitulo 3.

Concentracion de pigmentos y MAAs. t@ncentracion de pigmentos y MAAs fue
determinada a partir de la filtracion de 30-50 neLnduestra en filtros Whatman GF/C (25
mm) y la extraccion en metanol 100% (Holm-HanseRi&mann, 1978). La medicion de
los espectros de absorbancia y la cuantificacidla @®ncentracién de cla; carotenos y
MAAs a partir de los mismos, asi como la determigmracde clora por técnicas
fluorométricas fue realizada tal como se describdaeseccionAnalisis y Mediciones

Capitulo 3. La concentracion de MAAs se calculéytdad de célula.

Cuantificacion de abundancia celulaLas muestras provenientes tanto de los
experimentos con radiacion natural como aquelldasiexposiciones a radiacion artificial
fueron fijadas con formalina neutralizada (conami@n final de formaldehido en la
muestra 0.4%) y almacenadas en la oscuridad intagtkate después del muestreo. La
determinacion de la abundancia celular se real@monmedio de técnicas de microscopia
Optica en una camara de Fuchs-Rosenthal (MarienfdiEimania) con un microscopio
compuesto (Zeiss, modelo D-7082, Alemania). Lasgtnas se tifieron con una gota de

Rosa de Bengala para distinguir mejor entre la maatgganica y el detrito (Villafafie &
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Reid, 1995) y se observaron a un aumento de 25}, 4segun la especie, contandose al

menos 100 células (x10).

Analisis de datos y estadisticdos tratamientos de radiacidn se realizaron por
duplicado y los resultados fueron expresados cammddia y la mitad del rango de las
medias [alf mean range Con el fin de determinar las diferencias ertgettatamientos de
radiacién y de temperatura, se aplicé un ANOVA da wia para mediciones repetidas,
mientras que se utilizd un ANOVA de dos vias pagteninar las interacciones entre
radiacion y temperatura, ambos con un intervaloadianza del 95% (Zar, 1999).

La diferencia entre el Y de la mafiana y del mediadio largo del experimento fue
normalizado por la intensidad media de PAR dessld2al13 h de cada dia, para descartar

el efecto de la variabilidad de la irradiancia emtias, y se calculé de la siguiente manera:

A(YarrY130= [(Yen— Yizn* (PAR)"] 1

siendo ¥%hel Y de la mafana; ¥nel Y del mediodia local y PAR la intensidad medéa d
PAR desde las 12-13 h, en todos los casos paraucadde los dias de exposicion.

Por otro lado, para comparar las tasas de cambiv,gea lo largo del experimento,
bajo los diferentes tratamientos de radiacion /pematura, se graficaron los distintos
valores de Ys, en funcion del tiempo a lo largo del experimentseyrealizé un ajuste
lineal.

La inhibicion del Y inducida por la RUV durante Ipsriodos de exposicion, fue

calculada como:

Inhibicion de Y debido a la RUV = ¢ Ypag) / (Yp) * 100 2

siendo % y Ypag la eficiencia fotoquimica efectiva para los tratmos P y PAB,

respectivamente.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Condiciones de radiacidon solar

Las intensidades de PAR, RUV-A y RUV-B fueron régidas en los tres periodos
experimentales: 9 al 15 de Febrero (Dias Juliartbd64 experimentos realizados con
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Prorocentrum micans 12 al 16 de Noviembre (Dias Julianos 316-32(pegrentos
realizados conDunaliella saling y 21 al 25 de Noviembre (Dias Julianos 325-329,
experimentos realizados cdsochrysis galbana En general, y dentro del periodo de
exposicion de cada especie, las irradiancias fueastante similares entre si (Fig. 4.2). En
cambio, cuando se compararon los promedios deradiancias de los tres periodos de
exposicion, se encontraron algunas diferenciaprdthedio de las irradiancias al mediodia
local (12 a 13 h) durante todo el periodo de exjp@sise muestran en la Tabla 4.1. Las
irradiancias fueron mas altas durante la experiaogint realizada col. saling debido
probablemente a una menor nubosidad: el PAR uB824, RUV-A un 6 y 29% y RUV-B
un 22 y 28% mas altos que durante los experimeatdzados co?. micanse |. galbana,

respectivamente.
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Figura 4.2. Condiciones de radiacion durante los experimengadizados corProrocentrum
micans, Dunaliella salin@ Isochrysis galbanalrradiancia diaria en W frde: PAR, 400-700 nm
(A); RUV-A, 315-400 nm (B); RUV-B, 280-315 nm, (C).
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Tabla 4.1. Irradiancia media de PAR, RUV-A y RUV-B (en W3nal mediodia local (12-13 h)
durante los experimentos realizados d&mrocentrum micansDunaliella salina e Isochrysis
galbana

Especie PAR RUV-A RUV-B
Prorocentrum micans 353+ 30 51+4 1,4+0,1
Dunaliella salina 3876 54 +2 1,7+0,03
Isochrysis galbana 261 +50 385 1,2+0,19

4.3.2 Efectos de la RUV y temperatura a mediano plazorsadl PSI|

Variaciones del yield A partir del estudio deyield (Y) en tres momentos del dia-
mafana (8 h), mediodia (13 h) y tarde (19 h) deramposiciones a la radiacion solar de
mediano plazo, se observé un patron general, cardisminucion del Y al mediodia {¥)

y un aumento de éste (recuperacion) durante la,tgree alcanzé valores ain mas altos a la
mafana del siguiente diagy Fig. 4.3). Sin embargo, las 3 especies estudi@sentaron
diferentes grados de disminucion del Y al mediodide recuperacion a la mafana, y
distintas respuestas a los tratamientos de radigctémperatura. En relacion al efecto de
la RUV, y cuando la muestras se expusieron al 186%a radiacion (i.e., sin filtros de
atenuacion) no se observaron diferencias signiasten los valores degYy Yisn ya sea
en los cultivos d€. micanso deD. salinaexpuestos a PAR + RUV o sélo a PAR (Fig. 4.3
A-D; p>0,05, Tabla 4.2). En cambib,galbanapresento diferencias significativas entre los
tratamientos de radiacion: los valores del Y dmédiana (¥,) y de la tarde (Yor) fueron
mas altos en P que en PAB (Fig. 4.3 E<6,05, Tabla 4.2).

Por otro lado, el efecto del aumento de la tempeaato fue evidente 2. micans
pero si erD. saling donde algunos dias se observaron valores significativamente mas
altos en el tratamiento de temperatura aumentagaigel de temperatuina situ (Fig. 4.3
C-D; p<0,01, Tabla 4.2). Asimismd, galbanapresentd diferencias significativas entre los
tratamientos de temperatura: los valores del Y aenafiana () fueron mas altos a
temperatura aumentada, en especial en presenBad€Fig. 4.3 E-F; g0,01, Tabla 4.2).
Solo se confirmo un efecto combinado de ambashlagale estudio en los valores dg Y
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de I. galbana donde la temperatura contrarrestdo en parte atcefamhibitorio de la
radiacion (g0,01; Tabla 4.2).

Temperatura in situ Temperatura aumentada
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. 0.6 — —
@7 | _
2804 — -
>-a:02 — —
0 T T T T T ] T T T T T ]
40 41 42 43 44 45 46 40 41 42 43 44 45 46
¢ D
0.6 — —
g 1 1
002 — / _ \
0 T T T ] T T T ]
316 317 318 319 320 316 317 318 319 320
E F
— —@— PAB -1 —@— PAB
goe— ——A - P | A - P
S%o
o
=o0.

325 326 327 328 329 325 326 327 328 329

Dia Juliano 2011

Figura 4.3. Eficiencia efectiva del PSlly{eld) en cultivos deProrocentrum micangA y B),
Dunaliella salina(C y D) e Isochrysis galbandE y F)expuestos al 100% de radiacion natural a lo
largo de 5-7 dias. Los cambios eny@ld se muestran en células aclimatadas y mantenidas a
temperaturan situ (A, C y E; simbolos azules y verdes) y aclimatadazantenidas a temperatura
aumentada (B, D y F; simbolos rojos y naranjas) luegg tratamientos PAR + RUV (PAB; circulos)

o0 PAR (P; tridngulos). Los valores fueron calcutadomo el promedio de dos réplicas. Las barras
representan la mitad del rango de las medtial fnean range
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Tabla 4.2. Resultados de ANOVA de mediciones repetidas y ddOXN de dos vias para
establecer las diferencias eny@tld de la mafana () entre los tratamientos de radiacion, los
tratamientos de temperatura y la combinacién déacamh*temperatura durante exposiciones a
radiacion solar de 5-7 dias. Los tratamientos dmc&n son: PAB = PAR + RUV-A + RUV-B, P
= PAR; los tratamientos de temperatura son: tertyoeran situ (18 6 15°C) y temperatura
aumentada (+5°C; 23 6 20°C). Las dos condicionesrddiancia son: intensidad de la radiacién
100 y 50%.

Diferencias en ¥, entre | Diferencias en ¥, entre | Diferencias en ¥, entre los
los tratamientos de los tratamientos de tratamientos de
radiacion temperatura radiacion*temperatura
Intens Intens
Rad. p Rad. p
100% | p>0,05 100% | p>0.05 100% de Radiacion
18°C PAB 18°C=P 23°C; §0.05
P. micans 509% | P>0,05| PAB | cnor | p>0.05 PAB 23°C=P 18°C; $0.05
100% | p>0.05 100% p>0.05 50% de Radiacion
230C =] PAB 18°C=P 23°C; ¥0.05
50% | p>0.05 50% p>0.05 PAB 23°C=P 18°C; $0.05
100% | p>0.05 100% | p<0.001 100% de Radiacion
15°C PAB 18°C=P 23°C; ¥0.05
D salina 50% |p>0.05 | PAB | 5pop | p<0.05 | PAB 23°C=P 18°C; $0.05
100% | p>0.05 100% | p<0.01 50% de Radiacion
20°C =] PAB 18°C=P 23°C; $0.05
50% | p>0.05 500 | p<0.05 | PAB23°C=P 18°C; £0.05
100% | p<0.01 100% | p<0.001 100% de Radiacion
15°C PAB 18°C#P 23°C; p<0.001
1. galbana 509 | Pp<0.01 | PAB | 5nop | p<0.01 PAB 23°C=P 18°C; $0.05
50% de Radiacion
100% | p<0.05 100% p>0.05 PAB 18°C#P 23°C; p<0.01
20°C P PAB 23°C=P 18°C; .05
50% | P>0.05 50% | p>0.05

De manera simultanea, las mismas especies de @$tigtlon expuestas al 50% de
la radiacion natural, simulando una situacién @olag células se encontraran en una capa
mas profunda de la columna de agua. Los resultdébsy en las exposiciones con
radiacion atenuada fueron, Bnmicans muy similares a los de radiacion al 100% (Fig. 4.
A-B; Tabla 4.2). Por otro lad@. salinamostr6 valores de Y mas altos en la condicion del
50% de radiacion (Fig. 4.4 C-D; Tabla 4.2). Finalteel. galbanafue la especie que
presentd diferencias mas marcadas entre las céagestas al 50 y al 100% de la
radiacion solar (Figs. 4.3 E-F y 4.4 E-F). Con ee$p a la evolucion del Y, si bien las

81



respuestas en cada tratamiento de radiacion y tatmpe asi como la interaccion entre
ellos, fueron muy similares a las descriptas pasabndiciones de radiacion al 100% (Fig.
4.4 E-F; Tabla 4.2) las células bajo el 50% dea@dn mostraron ¥, significativamente
mas altos (0,01) que bajo el 100%, cuando estuvieron en cardis de temperatura

situ (Fig. 4.4 E; Tabla 4.2), mientras que en condicode temperatura aumentada esta
diferencia no fue observada (Fig. 4.4 F; Tabla.4.2)
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Figura 4.4. Eficiencia efectiva del PSlly{eld) en cultivos deProrocentrum micangA y B),
Dunaliella salina(C y D) e Isochrysis galbandE y F) expuestos al 50% de radiacion natural a lo
largo de 5-7 dias. Los cambios eny@ld se muestran en células aclimatadas y mantenidas a
temperaturan situ (A, C y E; simbolos azules y verdes) y aclimatadasantenidas a temperatura
aumentada (B, D y F; simbolos rojos y naranjas) lueg tratamientos PAR + RUV (PAB; circulos)

o PAR (P; tridngulos). Los valores fueron calcutadomo el promedio de dos réplicas. Las barras
representan la mitad del rango de las medial fnean range
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Para mayor claridad en la presentacion de los datdsbido a que en la mayoria de
los casos las diferencias en respuestas entrélldasexpuestas al 100 y 50% de radiacion
no fueron significativas, se presentardn solamésgeresultados de las exposiciones a
maxima irradiancia, los cuales representan ladiinade mayor estrés luminico.

Con el fin de estudiar la variaciéon de la inhibicgrecuperacion en cada una de las
especies de estudio durante la experimentacidnalselé la diferencia entre el Y de la
mafiana y del mediodia(Ygr-Y13y). Segun la especie, se determinaron diferentes
tendencias: eR. micans el A(Ygnr-Y 13 disminuyo a lo largo del tiempo de exposicion en
todos los tratamientos (Fig. 4.5 A-B) sin encorsadiferencias significativas entre los
tratamientos de radiacion y/o temperatura0(@5, Tabla 4.3). Lo anterior ocurrid
principalmente por un aumento delsydurante el experimento, lo que se confirmo con la
tasa de cambio del ¥, (rYis) que fue ~0,09 d En cambio,D. salina no mostré
variaciones en eh(YgyY 13 durante los dias de exposiciéon (Fig. 4.5 C-D)erds, el
A(Ysn-Y13r) @ lo largo del experimento no fue afectado de erarsignificativa por los
tratamientos de radiacion y temperatura0(p5, Tabla 4.3). Esta respuesta probablemente
se debe a que esta especie presentd tantgetomo el Yg, con tasas de cambio bajas en
todos los tratamientos (~0,02-0,03)dPor su parte, y en generhlgalbana no mostré
variaciones significativas deh(Ygy-Yi3n) (Fig. 4.5 E-F) pero se observaron valores
significativamente mas altos en P que en PAB (TaBa. Con respecto al efecto de la
temperatura, las células bajo condiciones de teatyp@r aumentada mostraron MY gy
Y13y Significativamente mas alto que bajo temperataraitu en PAB (Tabla 4.3). El
aumento del parametro estudiado en esta espepencesa un aumento degpya lo largo
del experimento (Fig. 4.3 E-F) sin un cambio sigaiivo en el Y3, (r Y13, = ~0-0,02), por
lo que en este caso un aumento del mismo indica memr respuesta (e.g., bajo
condiciones de menor estrés: P y temperatura aagentAsimismo, la temperatura en
combinacién con la RUV produjo un efecto antagérecoesta especie {p,001, Tabla

4.3), ya que la temperatura contrarrestd en paifitéhibicion producida por la RUV.
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Figura 4.5. Diferencia entre e}ield de la mafiana y del mediodi&(Y g-Y 13,), normalizado por
PAR en cultivos dé€rorocentrum micangA y B), Dunaliella salina(C y D) e Isochrysis galbana

(E y F) expuestos al 100 % de radiacion natural a lo lay®-7 dias. Los cambios enMl g
Y13y Se muestran en células aclimatadas y mantenidaseraturan situ (A, C y E; simbolos
azules y verdes) y aclimatadas y mantenidas a rampa aumentada (B, D y F; simbolos rojos y
naranjas) bajo los tratamientos PAR + RUV (PABcums) o PAR (P; tridngulos). Los valores
fueron calculados como el promedio de dos réplicas.barras representan la mitad del rango de
las mediashalf mean range
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Tabla 4.3. Resultados de ANOVA de mediciones repetidas y deOXN de dos vias para
establecer las diferencias enAl g-Y 131) entre los tratamientos de radiacion, los tratato de
temperatura y la combinacién de radiacion*tempesadurante exposiciones a radiacion solar de 5-
7 dias. Los tratamientos de radiacion son: PAB -RPARUV-A + RUV-B, P = PAR; los
tratamientos de temperatura son:; temperatusitu (18 6 15°C) y temperatura aumentada (+5°C;
23 6 20°C). Las dos condiciones de irradiancia saensidad de la radiacion: 100 y 50%.

Diferencias en Diferencias en Diferencias en
A(Ygnr Yian A(Yen Yizn A(Yen Yizn
entre los tratamientos d¢ entre los tratamientos d¢ entre los tratamientos de
radiaciéon temperatura radiacién*temperatura
Intens . Intens
Rad. p Rad. p
100% | p>0,05 100% p>0,05 100% de Radiacion
18°C PAB 18°C=P 23°C; $0.05
P. micans 500 | P>0.05| PAB | 5oy | p>0,05 | PAB 23°C=P 18°C; $0.05
100% | p>0.05 100% | p>0.05 50% de Radiacién
230C P PAB 18°C=P 23°C; $0.05
50% | p>0.05 50% | p>0.05 PAB 23°C=P 18°C; §0.05
100% | p>0.05 100% | p>0.05 100% de Radiacion
15°C PAB 18°C=P 23°C; ¥0.05
D.salina 50% | p>0.05 | PAB | 5oos | p>0.05 PAB 23°C=P 18°C; ¥0.05
100% | p>0.05 100% | p>0.05 50% de Radiacién
20°C =] PAB 18°C=P 23°C; ¥0.05
50% | p>0.05 50% | p<0.05 PAB 23°C=P 18°C; §0.05
100% | p<0.01 100% | p<0.01 100% de Radiacion
15°C PAB 18°C#P 23°C; p<0.001
I. galbana 509% | p>0.05 | PAB | 5go4 | p<0.01 PAB 23°C=P 18°C; $0.05
50% de Radiacion
9 <0.05 0 0.05
e 100% | p o | 100% | P PAB 18°C=P 23°C; ¥0.05
50% | p>0.05 500 | p005 | PAB23°C=P18°C; .05

Inhibicion del PSII inducida por la RUMCuando se calcul6 la inhibicién en el PSII
inducida por la RUV, se observaron diferentes restas en cada espedrie. micanssoélo
mostro efectos debido a la RUV durante los dos gni dias de exposicion (~15-18%),
mientras que en el resto de los dias los valoraahdeicion por RUV fueron cercanos a
cero o llegaron a ser negativos (Fig. 4.6 A). Naokservaron diferencias significativas
entre los tratamientos de temperatura (Tabla 4#).cambio,D. salina mostré6 una
inhibicién inducida por RUV muy marcada al mediodia especial en los primeros dias de
exposicion, disminuyendo a lo largo del experimdfig. 4.6 B). Este efecto fue mas bajo
(<20%) a la tarde y a la mafiana. Con respecteatetle la temperatura, se observo que la

inhibicion del Y debido a la RUV disminuy6 signiéiivamente en el tratamiento de
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temperatura aumentada en los primeros dias, cu@mnigpacto de esta radiacion fue mayor
(Fig. 4.6 B; Tabla 4.4). La proporcion de inhibitidebida a la RUV fue menor bajo 50%
de radiacion que bajo al 100% (datos no mostrades)l. galbana se observé una
inhibicion inducida por la RUV mas alta que endéss dos especies siendo, en la mayoria
de los casos, muy marcada al mediodia y a la tadieminuyendo sélo a la mafiana (Fig.
4.6 C). La temperatura no afectd de manera sigiifi@ a la inhibicion inducida por la
RUV (Fig. 4.6 C; Tabla 4.4); sin embargo, las @dubajo el 50% de radiacion fueron
beneficiadas por el aumento de la temperatura deemassignificativa (Tabla 4.3) siendo

aguellas que presentaron menor inhibicién indupmaRUV en esta especie.
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Figura 4.6. Porcentaje de la inhibicién dgleld debido a la RUV en cultivos derorocentrum
micans(A), Dunaliella salina(B) e Isochrysis galbandC) expuestos al 100 % de radiacion natural
a lo largo de 5-7 dias. Los valores se muestrargéletas aclimatadas y mantenidas a temperatura
situ (simbolos azules) y aclimatadas y mantenidas @deatura aumentada (simbolos rojos). La
inhibicion inducida por la RUV se muestra como ebrpedio de dos réplicas. Las barras
representan la mitad del rango de las mediial fnean range
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Tabla 4.4. Resultados de ANOVA de mediciones repetidas parbleser las diferencias en la
inhibicion inducida por RUV entre los tratamientisstemperatura durante exposiciones a radiacion
solar de 5-7 dias. Los tratamientos de temperdugeon: temperaturan situ y temperatura
aumentada (+5°C); las condiciones de irradian@eofu intensidad de la radiacion al 100 y 50%.

Intensidad de

Radiacion p
P. micans 100% p>0,05
50% p>0,05
D. salina 100% P<0,05
50% p<0,05
I. galbana 100% p<>(§) (?051

50% P=b,

4.3.3 Mecanismos de fotoproteccion

Disipacion del exceso de energia (NPQRentro de los mecanismos de
fotoproteccion estudiados, se estimé la disipad@rexceso de energia como calor a partir
del non photochemical quenchingN\PQ). En todos los casos, el NPQ alcanzé valores
maximos al mediodia, y disminuyd por la tarde ynlfiana (Figs. 4.7). BA. micans este
mecanismo so6lo fue evidente al mediodia duranteprgher dia de exposicion,
disminuyendo a valores cercanos a cero durantstd del experimento (Fig. 4.7 A-B). En
cambio,D. saling presento valores de NPQ altos al mediodia dutadte el experimento:
estos valores fueron similares en presencia o aigsete RUV, pero presentaron
diferencias significativas §#,05) entre los tratamientos de temperatura, siemé® altos
bajo el tratamiento de temperatunasitu que en condiciones de temperatura aumentada
(Fig 4.7 C-D). Por su parte, y en genergalbanamostré un NPQ significativamente mas
alto en PAB que en P en condiciones de temperatureentada (no se disponen datos de
PAB bajo temperaturm situ) (Fig. 4.7 F). Comparando los tratamientos densittad de
radiacion se pudo observar que este mecanismo presentd de manera tan marcada bajo
radiacion al 50% (datos no mostrados) comparadocoadiciones de radiacion al 100%.
Cuando las células se expusieron al 50% de ladiadigel NPQ presento la mayoria de los
valores cercanos a cero, a excepcion de la comdocio mayor estrés: presencia de RUV y

temperaturan situ (datos no mostrados).
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Figura 4.7. Non photochemical quenchirfPQ) del PSII en cultivos derorocentrum micangA

y B), Dunaliella salina(C y D) elsochrysis galbandE y F) expuestos al 100 % de radiacion
natural a lo largo de 5-7 dias. Los cambios en BQNse muestran en células aclimatadas y
mantenidas a temperaturasitu (A, C y E; simbolos azules y verdes) y aclimatadasntenidas a
temperatura aumentada (B, D y F; simbolos rojosiramjas) bajo los tratamientos PAR + RUV
(PAB; circulos) o PAR (P; triAngulos). Los valoffegron calculados como el promedio de dos
réplicas. Las barras representan la mitad del rdedas mediash@lf mean range

Sintesis de MAAItro de los mecanismos de fotoproteccion estudifumla sintesis de

MAAs. La cantidad de estos compuestos a lo largexjeerimento fue estimada a partir de

la altura del pico de absorcion a 337 nm y norradbizpor célula. De las tres especies, solo

P. micansmostré un aumento significativo de estos compgeatto largo del periodo de

exposicion, que fue mas marcado bajo las condisialeeradiacion al 100% (~20 veces;

Fig. 4.8 A) si se compara con las condiciones dec#n atenuada (~15 veces; datos no
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mostrados). Las células expuestas al 100% de radiao mostraron diferencias en el
contenido de MAAs entre los tratamientos de radia¢con o sin RUV) ni de temperatura
(Fig. 4.8 A); sin embargo, bajo radiacion atenukdaceélulas expuestas solo a PAR y a
temperatura aumentada presentaron valores de MAgA#icativamente menores que el
resto de las muestras (datos no mostradbs3alinael. galbang en cambio, mantuvieron
la concentracion de estos compuestos cercana gkigret.8 B-C) durante todo el periodo

de exposicion.
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Figura 4.8. Concentracién de MAAs normalizado por célula (DD3&I")*1000 en cultivos de
Prorocentrum micangA), Dunaliella salina(B) e Isochrysis galbandC) a lo largo del periodo de
exposicion. El cambio en la concentracion de MA/s rauestra en células aclimatadas y
mantenidas a temperatuia situ (simbolos azules y verdes) y aclimatadas y maadsnia
temperatura aumentada (simbolos rojos y naranja®) lbs tratamientos PAR + RUV (PAB;
circulos) o PAR (P; triangulos). Los valores fuemaculados como el promedio de dos réplicas.
Las barras representan la mitad del rango de lasamdalf mean range Nétese las diferentes
escalas de concentracion de MAAs en las distirgpsaes.

Sintesis de caroteno&n general, la concentracién de carotenos (nozadsdi por clor
a) disminuy6 a lo largo del periodo experimental, re50% erP. micansy ~ 40% erD.
salinahacia el final de los experimentos (datos no radsis). Lo anterior indicaria que en
ambas especies la sintesis de carotenos fue manproporcion que la de cla. En
cambio, enl. galbanase detectd un aumento de carotenos en relacianckia en la
mayoria de los cultivos bajo condiciones de maysrés: exposicion a la RUV en

condiciones de radiacion al 100% y disminuciénaderhismos en ausencia de RUV y bajo
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radiacion atenuada (datos no mostrados). Esto reugigel. galbana sintetiza mayor

proporcion de carotenos bajo condiciones de egtré®n condiciones mas favorables.

4.3.4 Mecanismos de evasion: Migracion vertical

Cuando se evalu6 la proporcion de células en Kesedites profundidades de la
columna de agua, las muestides D. salina previamente expuestas a radiacion solar y
aclimatadas a sus temperaturas experimentales straran ningun patréon de migracion,
manteniéndose en proporciones similares en lasocpedfundidades a lo largo de las 4 h
de exposicion, tanto a temperatimasitu como aumentada (Fig. 4.9 A-B). En cambio, los
cultivos deD. salinasin exposicion previa a radiacion solar mostrarordesplazamiento
marcado hacia las capas mas profundas: a tempeiatwgity, y a las 2 h, la mayor
proporcion de células se concentré en 29 c@,qll) y a las 4 h a 29-40 cm<(p01; Fig.

4.9 C). En cambio, bajo condiciones de temperaturaentada, el desplazamiento hacia la

capa de 29 cm se hizo evidente recién a partiagléd h de exposicion£p,01; Fig. 4.9 D).
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Figura 4.9: Abundancia de células d@& salina(% en relacion al total) a cuatro profundidadetade
columna de agua: 5, 18, 29 y 40 cm. Los valoresesponden al tiempo inicial, 2 y 4 h de
exposicion a 150, 60 y 1.5 Wirde PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente, bajo un amaor
solar. Los cultivos utilizados en los experimerftgeron previamente expuestos a radiacion natural
durante 5 dias a 15°C (A) o 20°C (B) o mantenidosire incubador a 15°C (C) o 20°C (D). Los
valores fueron calculados como el promedio de dpficas. Las barras representan la mitad del

rango de las mediabglf mean range

Enl. galbanase observd, en la mayoria de los casos, que lldasée desplazaron
hacia las capas mas profundas. Aquellas expuestasamente a radiacion solar, y
expuestas a temperatuiia situ se concentraron en una proporcion significativamen
mayor a los 29 cm en comparacion al resto de lefupdidades (§0,01; Fig. 4.10 A),
mientras que a temperatura aumentada no se obmerdderencias significativas en el
porcentaje de células entre 18, 29 y 40 cm de pdidiad a las 4 h de exposicion, pero en

la superficie, la proporcion de células fue sigrifivamente menor que en las demas
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profundidades. Las células sin exposicion previeoseentraron en la capa de 29 y/o de 40
cm desde la segunda hora del experimento, bajoigonds de temperatuia situ o de
temperatura aumentada<(p01; Fig. 4.10 C-D). Aunque las células no exmsest
previamente se desplazaron en mayor proporcion@y las pre-aclimatadas a 29 cm de
profundidad, en todos los casts galbana migré hacia capas mas profundas como

mecanismo de evasion a la radiacion.
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Figura 4.10: Abundancia de células diegalbana(% en relacion al total) a cuatro profundidades de
la columna de agua: 5, 18, 29 y 40 cm. Los valomsesponden al tiempo inicial, 2 y 4 h de
exposicion a 150, 60 y 1.5 Wirde PAR, RUV-A y RUV-B, respectivamente, bajo un amaor
solar. Los cultivos expuestos fueron previamenfguestos a radiacién natural durante 5 dias a
15°C (A) o 20°C (B) o mantenidos en un incubaddbaC (C) o 20°C (D). Los valores fueron
calculados como el promedio de dos réplicas. Lasmbaepresentan la mitad del rango de las
medias Kalf mean rangg
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4.4 DISCUSION

Estos experimentos enfocaron en los efectos combinale la radiacion y de la
temperatura a mediano plazo (dias) sobre la faemse (estudiada por medio de la
fluorescencia de la cloa del PSIl), como asi también en la evaluacion dgirals
mecanismos de proteccion y evasion de tres espeereenecientes a diferentes Phyla: el
dinoflageladoProorocentrum micansla clorofita Dunaliella salinay la primnesiofita
Isochrysis galbanaComo era esperable, los resultados resaltan |ziespepecificidad de
las respuestas de las especies estudiadas. Simgemba observaron algunos patrones
generales de respuesta: todas las especies dedstrdn inhibidas por la radiacion solar,
como se observa en la disminucion del Y al medigdéarecuperacion a la mafiana durante
todos los dias de exposicion y en general fueramefi@adas por el aumento de la
temperatura, contrarrestando de manera parcideetoeinhibitorio de la radiacion solar
sobre la fotosintesis (Figs. 4.3 y 4.4). Sin embacgda especie presentd una respuesta de
fotoaclimatacion particular a lo largo de los diasexposicion a la radiacion solar. Uno de
los pardmetros indicadores del ajuste del PSllexfmsicion a mediano plazo, &Yg -
Y13n), vario de manera marcada entre las tres espemid3: micansdisminuyo, y erD.
salina e |. galbanase mantuvo constante (Fig. 4.5). En forma simjaen estudios
realizados con distintas especies de dinoflagelgddmtomeas, Marcoval et al. (2007)
observaron diversas respuestas: el descenso dah¥diodia A(Ysh Y 13r)) disminuy6 en
las dos especies de dinoflageladdsterocapsa triquetray P. micans de manera mas
pronunciada en la ultima especie, mientras quediatomeasChaetoceros gracilisy
Thalassiosira fluviatilisesta disminucion fue menor, y en diferente gragl@aclerdo a los
tratamientos de radiacion.

Asimismo, este estudio demuestra que la proporédimhibicion del PSII debida a
la RUV fue diferente entre especi®s:micangoresentd menor proporcion de inhibicion del
PSIl por RUV (Fig. 4.6 A) mientras que &n salinae |. galbanala RUV produjo una
mayor proporcion de dicha inhibicion que fue siméatreD. salinae |. galbanadurante
las horas de maxima inhibicion (mediodia), perontnés que el. salinaeste efecto llego
a valores cercanos a cero en las horas de reciuperanl. galbanasoélo disminuyé a
aproximadamente un 80 y 40% bajo temperatusatu y aumentada respectivamente (Fig.

4.6 B-C). Lo anterior indica qu@. micansmuestra una mayor resistencia a la RUV y mejor
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aclimatacion a las condiciones de radiacion, mésntiue las otras dos especies son mas
sensibles a la RUV y responden con mecanismos tgrédeccion que no son lo
suficientemente efectivos como para mejorar lauesfa fotoquimicalY. saling o que el
dafio del PSII no puede ser contrarrestado por sliokecanismod.(galbang. De hecho,
las respuestas observadas en este estudio re#lejaalance entre dafio / inhibicion y
reparacion / mecanismos de aclimatacion en caddeifes especies. Algunos estudios han
demostrado la mayor tolerancia a la RUV de espeaigedinoflagelados (Demers et al.,
1991; Marcoval et al., 2007) y la alta sensibilid&ll. galbana en comparacién con
especies de diatomeas, clorofitas y otros grupdkgdelados (Montero et al., 2002 a-b). En
parte, la mayor resistencia a la radiacion es @ebidistintos mecanismos de aclimatacion,
los cuales varian entre taxones y/o especies: r@flajelados, la sintesis de compuestos
gue absorben en la RUV (principalmente MAAS) es u® los mecanismos de
fotoproteccion mas importante. En efecto, los dagslados es uno de los grupos de
fitoplancton donde se ha reportado mayor cantidadivgrsidad de estos compuestos
fotoprotectores (Llewellyn & Airs, 2010). En lo quespecta, Marcoval et al. (2007)
reportan que las especies de dinoflageladdlogiquetay P. micansexpuestas a radiacion
natural logran un mejor rendimiento fotoquimiconfeea la RUV que las diatomeds
fluvialis y C. gracilis debido a que el primer grupo sintetiza mayoridadtde MAAS en
comparacion a las diatomeas. En este estudio,nefflageladoP. micansfue la Unica
especie que sintetiz6 estos compuestos y la quegdnoayor tolerancia a la RUV y una
mejor fotoaclimatacion durante el experimento, pmrque se considera que es una
estrategia de fotoproteccion muy eficaz. El bajpaoio de la RUV sobre el PSII de esta
especie, podria deberse en parte a la protecci@stds compuestos, que permitirian a los
dinoflagelados con fototaxis (e.g?. micans Gonyaulax poliedra permanecer en la
superficie en ambientes con altos niveles de RUWV necesidad de migrar a capas mas
profundas de la columna de agua (Vernet et al9)198

Sin embargo, no se puede descartar la contribud&®notros mecanismos de
proteccién tales como el ciclo de las xantofilas.lH2cho, se ha demostrado que el ciclo de
las xantéfilas fue un mecanismo de fotoproteccifatte’o en la diatomedhalassiosira
weissflogiiexpuesta durante varios dias a RUV-B (Zudaird.e2@01) y en especies del

géneroDunaliella (Casper-Lindley y Bjoérkman, 1998; Buma et al., 20¢an de Poll et al.,
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2010). Los resultados de este trabajo muestraregigeemecanismo (medido a partir del
indicador de disipacion de calor, NPQ) fue activddananera continua y sostenida (todos
los dias con un maximo al mediodia) séldersalina.EnP. micanseste mecanismo solo
se activo el primer dia, mientras quelegalbanano se observé un patrén regular a lo
largo del experimento, y s6lo se observé en |dartreentos de mayor estrés. El mecanismo
de disipacion de energia probablemente cumpli®buefectivo pard. salinaen disminuir

el estrés durante las horas de mayor incidenca,spbajo los tratamientos con RUV, lo
gue contribuyo a la reduccién de la inhibicion deba la RUV a lo largo del experimento.
Por otro lado, en. galbang el balance entre el dafio al PSIl y la fotopratecd
recuperacion fue negativo, es decir, el mecanismodidipacion de calor no fue lo
suficientemente efectivo como para prevenir el ddeb PSIl, especialmente en los
tratamientos con mayor estrés.

Tal como fuera observado en estudios de corto gleaoCapitulo 3 de esta tesis;
Sobrino & Neale, 2007; Villafafie et al., 2013) ygemeral, el aumento de la temperatura
tuvo un efecto positivo sobre la actividad fotogeamya que la respuesta al estrés causado
por PAR y/o RUV fue mejor en las células expuestagmperatura aumentada que a
temperaturan situ. Esto se explica por el aumento de la actividadib@@ica y subsecuente
incremento de las tasas de reparacion de los canpEndel PSIlI bajo condiciones de
temperatura aumentada (Bouchard et al., 2005lg)udoresulta en un balance reparacion /
dafio mas positivo. Un analisis mas detallado desfestos de la temperatura, demuestra
gue existen respuestas especie-especificas: ndeqiemel aumento de la temperatura no
tuvo un efecto significativo en la recuperacionlake células dé. micans tuvo un efecto
positivo en la recuperacion de las célulaPdsalinay del. galbanaexpuestas al espectro
total (RUV+PAR) y a PAR (Figs. 4.3 y 4.4). Ademas, este trabajo la interaccion de la
RUV vy la temperatura también muestra una respuesiacie-especifica. Sélogalbana
mostré un efecto combinado de estos factores, dianteEmperatura contrarresto en parte
los efectos negativos de la RUV (Tabla 4.2). Esessilltados indicarian que los efectos
positivos de la temperatura son mas evidentes £géllas donde se ha producido una
mayor proporcion de dafio i.e., donde los procesagparacion inducidos por ésta son de
fundamental importancia y en menor medida en aagiejue desarrollan estrategias de

fotoproteccion efectivas.
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Por otro lado, es posible que el grado de eficdeitas estrategias de fotoproteccion
en cada especie esté relacionado con la activa@bmecanismo de migracion vertical
(Barcelo & Calkins, 1978; Leech et al., 2005). [to, la migracion vertical se evalud
como un mecanismo de evasion, que se activariaasm de ser necesario, mientras que
cuando los mecanismos de fotoproteccion fueran idicisntemente efectivos
(fotoaclimatacion), la evasion de la radiacion gesplazamiento a profundidad no seria tan
evidente. La distribucién de las células [de salina expuestas previamente a radiaciéon
solar indica que estas células no evadieron laacamh de una manera tan pronunciada
como aquellas células que no fueron expuestas gonevite a radiacion solar. El
mecanismo de fotoproteccion a corto plazo (NPQjyado de manera constante en las
exposiciones prolongadas, puede haber conferideqmion a las células en las capas mas
superficiales, por lo que la estrategia de migraciértical no se hizo tan evidente. Al
respecto, Richter et al. (2007) observaron quelaldeD. salina sin fotoaclimatacion
previa y expuestas a radiacion solar, migran ascages profundas en las horas de maxima
irradiancia. Lo anterior indica que, aunque lasiledl de esta especie no son resistentes a la
radiacién solar y aplican mecanismos de evasiopdgm experimentar un proceso de
fotoaclimatacion cuando son expuestas durante sagsanediano plazo, lo que les permite
ser mas resistentes a la radiacion solar, y noirdadnanera tan pronunciada a ésta. Por
otro lado,l. galbanamigré hacia capas mas profundas como mecanisneva@on a la
radiacion tanto en las células con aclimataciorvipreomo en aquellas que no fueron
expuestas con anterioridad. Este resultado apaylaskrvacion previa de que en gendral,
galbanano presentd una fotoaclimatacion efectiva duratt@eriodo de exposicion a
radiacion solar, por lo que aplico la estrategi@wsion

En sintesis, del analisis interespecifico realizes#o concluye que bajo las
condiciones experimentales de este estudiomicansfue la especie mas resistente a la
RUV y con mas capacidad de fotoaclimatacion, méntquel. galbana fue la mas
sensible. En un contexto de aumento de la temparauwperficial costera, las especies
menos resistentes serian beneficiadas y en panteagestarian el efecto negativo de la
radiacién, mientras que aquellas con capacidadndests de compuestos fotoprotectores
no serian tan influenciadas por los cambios de ¢eatpra. En periodos de alta irradiancia

y estratificacién de la columna de agua, la migmnaciertical de las especies flageladas
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podria representar un mecanismo importante de rateqrion. Es necesario realizar
estudios de mediano plazo que consideren la iiérade la radiacion, la temperatura y la
mezcla de la columna de agua para comprender deranams completa las potenciales

respuestas de especies del fitoplancton en unaseel® cambio global.
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CAPITULO 5. Efectos de la RUV a
mediano plazo sobre comunidades

fitoplanctonicas de la costa Patagonica

Parte de este Capitulo es una traduccién al esgefithbajo publicado como:

Halac, S.R, V.E. Villafafie, R.J. Goncalves & E.W. Helblingd?L. Long term UVR effects upon
phytoplankton natural communities of Patagonianstadawaters. En: Atazadeh, |. (ed3emote
sensing of biomass: Principles and applicationsolB@. Intech Open Access Publishers, pp.229-

248. http://www.intechweb.orjy
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5.1 INTRODUCCION

Desde el descubrimiento del “agujero” de ozono eoblr continente Antartico y el
consecuente incremento de la radiacion ultravioRtéRUV-B, 280-315 nm), se han
realizado numerosos estudios para evaluar el imnpdetesta fraccidn del espectro solar
sobre los organismos acuéticos. La radiacion uditeta (RUV, 280-400 nm) no soélo actia
como un agente de estrés sobre los organismossystgnas en niveles superiores a los
normales, sino también dentro de rangos “normdiex”revision de Helbling & Zagarese,
2003 y referencias ahi citadas). Varios trabajosrcac del impacto de la RUV sobre
especies y comunidades fitoplanctonicas han repmrédectos negativos sobre blancos
celulares (e.g., fotosistema II, ADN, proteinas)s Icuales afectan los procesos de
fotosintesis y de crecimiento (Vernet 2000; Vilfegaet al., 2003). En particular, se ha
observado que la RUV puede afectar de manera isigiivg los parametros de Fotosintesis
vs Irradiancia (curvas P vs. I) (Furgal & Smith9T9Montecino et al., 2001, Villafafie et
al., 2004b) por lo que los calculos de producciémaria a través de sensores remotos
podrian sobreestimarla.

Por otro lado, algunos estudios han reportado afegpositivos de la RUV, tales
como el aumento de la incorporacién de carbono bapmsicion a la RUV-A (315-400
nm) (Nilawati et al., 1997; Barbieri et al., 2008¢lbling et al., 2003). Mas aun, las
exposiciones a la RUV-A pueden inducir la repama@azimatica del dafio producido por
la RUV en el ADN, la cual es dependiente de la(iez, fotorreparacién, Buma et al.,
2003). Ademas, la RUV puede causar algunos efguig®ctos tales como la ruptura de la
materia organica disuelta (DOM) por medio de fagidlio fotodegradacion (Osburn &
Morris, 2003), lo que puede resultar beneficiosoap®s organismos al aumentar la
disponibilidad de nutrientes, o perjudicial, poraeimento de la transparencia del agua v,
por lo tanto, la mayor exposicion de las célulds @aadiacion (Cooke et al., 2006). La
interaccion de la RUV con otros factores e.g., @idplidad de nutrientes, mezcla vertical,
cambios en temperatura, concentraciones sobredatude oxigeno o valores altos de pH,
pueden condicionar los efectos observados (Fogstechubert, 2001; Neale et al., 2003;
Beardall et al., 2009 y referencias ahi citadas),cemparacion a aquellos observados
considerando solo la RUV. Lo anterior se expligaatgir de las interacciones sinérgicas o

antagonicas entre la RUV vy los factores mencionéDosne, 2010). La evaluacion de los
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efectos combinados de la radiacion y de la temperatés de fundamental importancia
debido a que estas dos variables serian las m&aa@de en un escenario de cambio global
(Hader et al., 2011). Al respecto, varios estudias demostrado que el aumento de la
temperatura bajo exposiciones a la RUV, produce etecto beneficioso sobre el
rendimiento fotosintético de algunas especies dmutieas, debido al aumento de las tasas
de reparacion (Sobrino & Neale, 2007). Sin embargo, un trabajo realizado con
cianobacterias, Fiorda Giordanino et al. (2011)oatraron una importante variabilidad
inter-especifica (con algunas especies que seibremefn por el aumento de la temperatura
y otras que no presentaron efectos) y estas vamiegise encontraban relacionadas en parte
a las diferencias morfoldgicas entre especies.

A pesar de estos efectos negativos, existen vanesanismos que permiten al
fitoplancton protegerse de la RUV a lo largo ddquios largos de tiempo (dias a semanas):
a nivel individual, la estrategia mas comun esifdesis de compuestos que absorben en
RUV, los denominados aminoé&cidos tipo micosporMé&As). Debido a que la maxima
absorcion de estos compuestos se encuentra erirg 360 nm, tienen el potencial de
disminuir la energia de las porciones mas dafimdsespectro solar (Banaszak 2003;
Korbee et al., 2006). Mas aun, los pigmentos caoiies pueden ser fotoprotectores,
disipando el exceso de energia como calor i.enaiaphotochemical quenchiriiyluller et
al., 2001). Otra estrategia de proteccion comuonrganismos moviles, es evadir la RUV
por migracion vertical (Richter et al., 2007). A saz, algunos organismos tienen la
capacidad de reparar el dafio producido por la Ry#/sea sobre la molécula de ADN
(Buma et al., 2003) o sobre componentes del fatsm, en especial sobre la proteina D1
(Anderson & Barber, 1996; Halac et al., 2009). Esumen, el impacto neto de la RUV es
el resultado del balance entre la sensibilidad/al mie especie y comunidad, y la capacidad

de aclimatacion.

5.1.1 Evaluacioén de los efectos de la RUV a mediano plaabre el fitoplancton

Existen numerosos estudios del efecto a corto glada RUV sobre el fitoplancton
(i.e., experimentos de una duracion menor a unveiaYillafafie et al., 2003 y referencias
ahi citadas). Sin embargo, no se han realizadoganibajos acerca de la respuesta de
comunidades fitoplancténicas en lapsos de tiemps lar@os (i.e., dias- semanas). Los
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estudios de mediano y largo plazo son de fundaméntzortancia ya que reflejan el
resultado no solo de efectos particulares de la RWwo también la potencial
fotoaclimatacion de los organismos; por ésto, Ewacion del impacto de la RUV a corto
plazo, frecuentemente sobreestima estos efect@db&mas formas de estudiar los efectos
de la RUV en periodos de tiempo largos es utilipafsistemas cerrados” como modelos
(denominadosnesocosmos microcosmosde acuerdo al tamafio de muestra), en donde un
volumen de agua es aislado e incubado bajo comdisisimilares a aquellas encontradas
en los ambientes naturales (Wangberg et al., 1¥¥ds dispositivos facilitan el manejo
de condiciones controladas en la incubacion de oatades plancténicas al mismo tiempo
gue permiten la manipulacion de las intensidadesadRUV (i.e., cuando se utilizan
fuentes artificiales de RUV) y de la composiciopextral (cubriendo los contenedores con
diferentes filtros y materiales). Sin embargo, algi de las limitaciones de estos
dispositivos incluyen la imposibilidad de reprodugor completo todas las condiciones
naturales e.g., la circulacion y mezcla de la colarde agua se encuentran restringidas y
los organismos de mayor tamafo, excluidos. Mas adrestos experimentos la biomasa
del fitoplancton tiende a aumentar rapidamente, lpajue a menudo se reproducen las
condiciones déloomo floraciones (Belzile et al., 2006 y referen@hs citadas).

Diversos estudios acerca de los efectos de la Rl&¥fa plazo sobre comunidades
fitoplancténicas han demostrado que existe una geaiedad de respuestas. Algunos
experimentos de exposicion natural en mesocosmasranon que los efectos de la RUV
sobre la concentracion de clarfueron muy bajos (Halac et al., 1997; Wangbergl.et a
1999; Whitehead et al., 2000). Por otro lado, forg Schubert (2001) estudiaron las
comunidades fitoplanctonicas del Estuario Darsg&tiiMar Béltico) y observaron mayor
concentracion de cla en muestras de fitoplancton que no recibieron RKi&ller et al.
(1997) reportaron la misma respuesta en comuniddalés Bahia Narragansett. El impacto
de la RUV a nivel de comunidades se traduce frden@nte en cambios de la
composicion taxonémica hacia especies mas tolesanteambios en la distribucién de
tamafios. Por ejemplo, algunos estudios observasereffitoplancton de menor tamario
fue favorecido por la exposicién a la RUV-B (Wangpet al., 1999; 2008). De manera
similar, Mousseau et al. (2000) reportaron un camiesde diatomeas a flagelados

desnudos pequefios, que ocurri6 de manera mas rbpjdacondiciones de RUV-B
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aumentada en comparacion a niveles naturales deradiaicion. Las variaciones de la
estructura de la comunidad producidas por la RUW¥dpa resultar en un impacto
importante para todo el sistema acuético, ya desaatlo la estructura de la red trofica,
debido a diferencias en la sensibilidad espec#it@mRUV, o afectando la distribucién del
carbono y los ciclos de nutrientes en el ecosist@astajir et al., 1999; Sommaruga,
2003).

5.1.2 ;Por gué estudiar los efectos de la RUV sobre a®menidades fitoplanctdnicas

de la Patagonia?

Los efectos de la RUV a nivel ecoldgico han sidoutieentados de manera mas
exhaustiva en la region Antartica desde el deseubnito del “agujero” de ozono. Estudios
posteriores indicaron que la disminucion del ozeada expandido hacia latitudes medias
(Atkinson et al., 1989), siendo las del hemisfeBlar las mas afectadas (Seckmeyer &
McKenzie, 1992). Sin embargo, la mayoria de logdiss acerca de los efectos de la RUV
sobre el fitoplancton se han realizado en areasgmlmientras que se han evaluado mucho
menos las areas templadas, entre ellas, la Pataei la revision de Goncalves et al.,
2010). La Region Patagonica esta ubicada en edrartsur de Sudameérica, e incluye parte
de Argentina y Chile (Fig. 5.1). Cabe destacar egta region posee caracteristicas Unicas
en relacion a la RUV: 1.-el area se encuentra ogabnente bajo la influencia de masas de
aire con menor concentracion dg @ovenientes del vortice polar Antartico, por koeq
experimenta periodos de aumento de los niveled 3R (Villafafie et al., 2001; Helbling
et al., 2005); 2.- su gran variabilidad en la nudead, desde alta cobertura en los Andes y
areas subpolares, a cielos relativamente despeguddes costa atlantica crean un amplio
rango de ambientes en cuanto a la climatologia &RV, 3.-tiene una alta variabilidad en
la naturaleza y caracteristicas oOpticas de lospogsede agua (e.g., las surgencias desde
aguas profundas en el Pacifico y las aguas cos@&srafundidad y muy productivas del
Atlantico); 4.- hay vientos de alta velocidad yciiencia, especialmente durante primavera
y verano (Villafafie et al., 2004a; Helbling et &005), lo que condiciona la profundidad
de la capa de mezcla superficial (CMS) y por laddas condiciones luminicas a las que se
encuentran expuestos los organismos. Mas aunalaa®ion del impacto de la RUV sobre

el fitoplancton en la Region Patagbénica es esengélque estos organismos son
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responsables de una gran proporcion de la proddativprimaria en el Mar Argentino
(Lutz et al., 2010) y constituyen la base de uea red trofica que incluye peces (e.g.,
merluza, anchoa) (Skewgar et al., 2007) y espatgemvertebrados (e.g., langostinos y
mejillones) de una gran valor comercial (Caill@let 1997).

Considerando estos aspectos, en la proxima seseipresenta un caso de estudio y
se hace una revision del conocimiento actual acdecdos efectos de la RUV sobre
comunidades, especialmente de la Patagonia, emfocam aquellos observados en una

escala temporal de dias a semanas.

5.2 CASO DE ESTUDIO: EFECTOS DE LA RUV SOBRE EL FITOPLNCTON DE
BAHIA ENGANO, PATAGONIA, ARGENTINA

El sitio de estudio (Bahia Engafio, Chubut, Arge)tise encuentra ubicado en la costa
norte de la Patagonia (Fig. 5.1). En esta aredaserealizado varios estudios sobre los
efectos de la RUV sobre las comunidades fitoplaricé®, en su mayoria destinados a
determinar respuestas a corto plazo y en partictddativos a la inhibicion de la
incorporacion de carbono y a la fotoinhibicion (ewgr Barbieri et al., 2002; Villafafie et
al., 2004a,b; Villafafie et al., 2008; Helbling ét, 010); por otro lado, hay escasos
estudios realizados para determinar los efectda &V a largo plazo, algunos de ellos
enfocados en la combinacién de la RUV con el agiegie nutrientes (Helbling et al.,
2005; Marcoval et al., 2008). Los resultados preesios en este trabajo tienen el objetivo
de explicar aspectos de la sensibilidad de la RW\é Ya fotoaclimatacion del fitoplancton
de la Patagonia, que se manifiestan en periodosiedgpo mas largos, enfocando
especialmente en propiedades de la comunidaddaies crecimiento global, abundancia,

composicion taxondémica y distribucién de tamafios.
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Figura 5.1. Ubicacion del sitio de estudio donde se muestrBa&gonia (area sombreada) y la
posicion relativa de la Provincia del Chubiliia zona de muestreo y localidad donde se realizaron
los experimentos de microcosmos (Playa Union, 435S O) se sefalan en el recuadro superior
derecho.

Los experimentos fueron llevados a cabo con muestaturales de fitoplancton
colectadas en el area las cuales fueron incubaajasrédiacion solar durante el verano
austral de 2010. Las incubaciones se realizar¢hrmaitrocosmos (denominados Ml 'y MII)
durante los periodos del 5-11 de Febrero (MI) y&eP1 de Febrero (Mll). El arreglo
experimental consistio en la exposicion de muestedgrales de fitoplancton en bolsas
transparentes a la RUV de 25 L de capacidad (nmosraos) bajo tres condiciones de
radiacion diferentes: (a) PAB, 280-700 nm (muestyas recibieron PAR + RUV-A +
RUV-B); (b) PA, 320-700 nm (muestras que recibigP&fR+RUV-A) y (c) P, 400-700 nm
(muestras que recibieron solo PAR). Los microcosd®gada tratamiento de radiacion,
fueron colocados por duplicado en un tanque (3 mi&@®etro x 1 m de profundidad), con
circulacion de agua como control de temperaturapuestos a radiacion solar durante 7
dias. Diariamente, se colectaron muestras de azda (primeras horas de la mafiana) para
realizar analisis de cloa y MAAs, mientras que las muestras para el estuadiola

composicion taxonomica y distribucion de tamanesdn tomadas dia de por medio.
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Las condiciones de irradiancia durante los experioge(Fig. 5.2) presentaron un
patron caracteristico del area durante la estaigdverano, con valores relativamente altos
al mediodia y bajos durante las primeras horasadmdiana y las dltimas de la tarde;
asimismo, la presencia de nubosidad resultd eralma&ariabilidad de la irradiancia diurna
(Helbling et al., 2005). Los valores maximos de PARron similares a lo largo del
experimento (~440-460 W fnFig. 5.2 A) asi como para RUV-A (~60 WZrFig. 5.2 B)

y RUV-B (~2 W m? Fig. 5.2 C), a excepcién del segundo dia delddhde tanto la PAR
como la RUV fueron muy bajos (e. g., ~100, 17 y\&.6n para PAR, RUV-A y RUV-B,
respectivamente; Figs. 5.2 A-C). Los valores allesirradiancia en combinacion con
periodos diurnos largos, resultan en dosis altasadmcion (Helbling et al., 2005) las
cuales son similares a aquellas registradas eneataBi tropicales (Gao et al., 2007).
Debido a que las muestras de fitoplancton fuerquestas a altas dosis de irradiancia bajo
una capa delgada de agua, los resultados repnesatpeor escenario” i.e., como si las
células estuvieran en la superficie del agua, ssibidades de moverse hacia capas mas

profundas, donde pudieran recibir niveles de ragiamas bajos.

105



M I M Il

500 —

1A
400 —
—~~
r}l —
g 300 —
% 200 —
< i
100 —
O s Tar o a0 20 L a1 1oV aa a2 | 26 | a7 ] ag] 20 0 | 11 en |
36'37'38'39'40'41"'42"'43"44"45"'46"'47'48' 49'50' 51'52
60 —
B
Q |
g 40 —
2 |
> |
35 20
m | A
O e Tar T aa T g a0 | laal ae L ae a7l aal a0l o0 | &1 | 6o |
36'37'38'39'40'41"'42"'43"44"45"'46"'47"'48' 49'50"' 51'52
1.6 —
1 C
T oL
s 0.8
a °
> */ (
. 0.4] M | A \
U] ] ] L
3613713830 a0 a1l a2l a3l aal a5l a6 471481 49! 50 511 52

Dia Juliano 2010

Figura 5.2. Radiacién solar incidente en la localidad de estddrante los experimentos llevados a
cabo en los periodos: 5-11 de Febrero (Dias Jdi@&®42), (Ml); y 15-21 de Febrero (Dias
Julianos 46-52), (MIl). La irradiancia (en W3rse muestra para: A) PAR, 400-700 nm B) RUV-
A, 315-400 nm y C) RUV-B, 280-315 nm. La radiacisolar fue continuamente monitoreada
usando un radiometro de banda ancha (ELDONET, Realputers, Moéhrendorf, Alemania, Hader
et al., 2007) instalado de forma permanente eecbbtde la Estacion de Fotobiologia Playa Unién.

La temporada en la que se realiz6 el muestreor({@gras considerada en el area
una época depost bloom (Villafafie et al., 2008) por lo que, al principae cada
experimento, y con el fin de evitar restriccionasécrecimiento del fitoplancton debido a
la disponibilidad de nutrientes se agregd, a camaabde incubacion, una solucion de
nutrientes en una concentracion similar a la dedin&2 (Guillard & Rhyter, 1962). En

ambos experimentos, las comunidades fitoplancténinastraron un incremento en la
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concentracion de cla (Fig. 5.3 A), de la abundancia celular (Fig. 5)3yBdel carbono
autotroéfico (Fig. 5.3 C). Algunas de las respuestaservadas fueron: (1) durante los dos
experimentos las variables usadas para calcularegimiento mostraron un aumento
exponencial tipico de condicioneslileom y por lo tanto una respuesta fisiolégica Optima;
(2) el incremento observado fue similar en ambgseementos, aunque se registraron
diferencias para algunas variables; (3) en genetake encontraron efectos debidos a la
RUV (a excepcién de algunos casos) durante ninglendos experimentos o variables
medidas.

La Tabla 5.1 resume los resultados acerca del aondenlas poblaciones naturales
de fitoplancton, calculado a partir de las tasascdecimiento (u) durante ambos
experimentos. El crecimiento rapido observado derkas exposiciones, probablemente se
debid al agregado de nutrientes y a la baja tunisidedentro de las bolsas de incubacion,
tal como fue observado en otros estudios de lal@gpopon comunidades fitoplanctdnicas
del area (Helbling et al., 2005; Marcoval et a008). Como se mencion6 anteriormente, un
resultado comun de las incubaciones a largo plazla @usencia de efectos de la RUV
sobre el crecimiento y la biomasa, lo que se oldseéambién en este estudio (i.e.,

diferencias no significativas entre tratamientosatgacion, Tabla 5.1 y Fig. 5.3).

Tabla 5.1. Tasas de crecimiento (u7)ddurante los experimentos Ml y Mll, determinadgsastir
de mediciones de cla;, concentracién celular y estimaciones de carbobmatrafico.

Clor a Concentracion celular | Carbono autotroéfico

PAB P PAB P PAB P
Microcosmos | | 0,76+0,01] 0,76+0,06| 0,88+0,09 | 0,79+0,04 | 0,84+0,14 | 0,75+0,15
Microcosmos Il | 0,94+0,02| 0,90+0,03| 0,73+0,08 | 0,73+0,11 | 0,70+0,07 | 0,76+0,03
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Figura 5.3. Crecimiento de las comunidades fitoplanctonicaamte los experimentos Ml y Mll en
base a: A) contenido de clorofila (clor a; medido por técnicas fluorométricas y
espectrofotométricas, Holm-Hansen & Riemann, 1998rra, 2002); B) concentracion celular
(cuantificada por microscopia Optica; Villafafie &ei 1995; y C) contenido de carbono
autotrofico (considerando los biovolumenes de atwer Hillebrand et al.,, 1999 y la posterior
transformacion a contenido de carbono segun Steathyrl967). Los tratamientos de radiacién se
muestran con diferentes colores. Las lineas viatian los simbolos indican la mitad del rango de
las mediashalf mean range Notese las escalas diferentes para cada vapaddentada.

Dentro de los estudios que reportan ausencia deosfale la RUV sobre el
crecimiento en comunidades de la Patagonia, seepmeticionar al de Roy et al. (2006)
gue trabajo con comunidades fitoplanctonicas delaCde Beagle (Tierra del Fuego) y

observaron cambios menores en la biomasa debida RUV-B (tanto bajo niveles
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normales como aumentados), aun cuando el increndenta RUV-B fue muy acentuado
(i.e., simulando una disminucién de; @el 60%). Sin embargo, Hernando et al. (2006)
encontraron un efecto significativo de la RUV encetcimiento de las comunidades
fitoplanctdnicas solo cuando las muestras fueropuestas a la radiacion solar en
profundidades fijas, en contraste con las cond@sale simulacién de mezcla dentro de los
mesocosmos descripta por Roy et al. (2006). Asimidfielbling et al. (2005) y Marcoval
et al. (2008) concluyeron que existe una variaddlicen la inhibicion del crecimiento
debido a la RUV en las comunidades naturales deotta de Chubut, bajo diferentes
condiciones de disponibilidad de nutrientes, siemds sensibles a la RUV las muestras
con baja concentracion en comparaciéon a aquellasdicion de los mismos. En base a lo
anterior, se considera que la RUV por si sola nanefctor inhibitorio del crecimiento de
las comunidades fitoplancténicas de la Patagoriey puede causar importantes efectos
cuando se combina con otros factores de estrés, @sponibilidad de nutrientes,
condiciones de mezcla).

Otro de los resultados observados en relacioneaimarento, en un primer analisis,
fueron las respuestas similares entre los expetaaeno solo debidas a condiciones de
irradiancia similares (Fig. 5.2), sino a las condadies utilizadas en ambos experimentos
(i.e., composicion taxonomica inicial similar). Eefecto, al inicio de todos los
experimentos, las comunidades fueron dominadasendancia por los flagelados (e.g.,
clordfitas y criptofitas), y en menor medida poatdimeas Thalassiosiraspp, Nitzchia
longissim@; por otro lado, la abundancia de dinoflageladag.(Prorocentrum micans
especies atecadas no identificadas) fue muy bajanterior coincide con trabajos previos
desarrollados en la zona, que demuestran la dopimnae flagelados durante el verano
(Villafafie et al., 2004a; Villafafie et al., 2008in embargo, es evidente que existieron
algunas diferencias entre las tasas de crecimeataladas a partir de diferentes variables,
asi como al comparar los distintos experimentosefeonplo, durante M, la u basada en la
concentracion de cla fue menor que aquellas provenientes de la aburaaatular y el
carbono autotrofico, mientras que en MIl ocurriodpuesto. El incremento mas lento
(durante MI) o mas rapido (durante MII) de la coen relacidén a las otras dos variables,
sugiere una fotoaclimatacion diferencial de las woicledes a medida que fueron

progresando los experimentos. Lo anterior puederdela razones diferentes: por un lado,
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mientras la comunidad crecia, el autosombreadogpbdcerse mas importante, por lo que
la concentracion de cla por célula aumentaria para continuar con la capticiente de
fotones y, por ende el mantenimiento del crecinoiestponencial. Lo anterior puede
lograrse por medio de cambios en el tamafio celydaque las células mas pequefias (con
mayor proporcion area/ volumen) necesitan menosecdracion de cloa por célula en
comparacion a las células grandes (Falkowski, 198&) otro lado, un aumento en el
tamafio celular, con células mas grandes hacianel fie la fase exponencial de
crecimiento, tiene como consecuencia una menompe@m area / volumen y por lo tanto
el requerimiento de mayores concentraciones deagbar célula. En efecto, los resultados
de este trabajo, muestran ambas situaciones, yta queporcion C/cloa (un indicador de
aclimatacion a la luz) aument6 en Ml y disminuyOMih, mientras que lo inverso ocurrié
con la concentracion de clarpor célula hacia el final de la fase exponenciab{a 5.2).
En los siguientes parrafos se discuten como lobicanen tamafio celular y composicion
taxondmica podrian haber contribuido a los patraieservados y a la variabilidad entre

los experimentos.

Tabla 5.2.Promedio (y la mitad del rango de las mediaskdeiente entre carbono y clafen pg
C. pg clora®) y de la concentracién de clarpor célula (en pg) al principio §l'y al final (T;) de
los experimentos.

C/clora Concentracion de clora por
célula
PAB P PAB P
MI-Tg 35+5 35+5 1,87 +0.45 1,87 £0.45
MI-T; 58,8 +3,1 33,2 0,88 + 0.33 1,48

MII-To | 946+09| 94609 0,65+0,18 0,65+0,18

MI-T; | 37+13 [538#157| 149+007 | 1,33+0,02

Con el fin de estudiar los cambios en el tamafialaelen cada tratamiento, se
registraron imagenes digitales de cada muestra gnaézo la distribucion de tamafios

(area) de las células desde el principio al firallalfase exponencial de crecimiento. El
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espectro de tamafnos de los datos indica que ensapXperimentos la mayoria de las
comunidades fitoplanctonicas 60%) fueron dominadas por células pequefias caram

< 100 pni (Figs. 5.4 A y C). Se observé un aumento en laugrcia acumulada de
tamafios en el rango de 65-395%em todos los tratamientos de radiacion de Ml (5ig.

B) donde el cambio fue mas pronunciado en el trigtatm P. En cambio, durante Ml (Fig.
5.4 D) la respuesta fue ligeramente distinta: lagestras bajo el tratamiento P no
experimentaron cambios de tamafio, pero si aquadiasPAB, que aumentaron sus areas
dentro del rango de 85-395 fimAunque otros autores han reportado que las &élula
pequefias dominan las comunidades fitoplanctonieapues de exposiciones a la RUV
(Mostajir et al., 1999) en el presente trabajajifdribucion de tamafos final podria haber
sido fuertemente afectada por las condicionesalgsien cada microcosmos. Asimismo, no
se pueden omitir los efectos de depredadoresrtiietpplancton heterotréfico). De manera
similar a lo concluido acerca de la falta de efecte la RUV sobre el crecimiento, se puede
especular que la RUV por si sola no ocasiona efeetadentes en la distribucién de
tamafios, sino que la composicidén taxondmica inesalino de los factores determinantes
en el potencial efecto del PAR y de la RUV sobree#dructura de la comunidad
plancténica. Asimismo, las determinaciones por asicopia 6ptica indican que ocurrieron
cambios de tamafio celular a lo largo de los exmarios. Por ejemplo, la biomasa
correspondiente a la fraccion de nanoplancton lgetu20 um de didmetro) aumenté mas
rapidamente que la de microplancten2Q0 pm) en MI (Fig. 5.5 A), mientras que en Ml
ocurrio lo contrario (Fig. 5.5 B). Ademas, se okéeuna reduccion de la biomasa del
microplancton desde elpThacia el final de los experimentos (Fig. 5.5 Cjnooera de
esperarse a partir del cambio hacia células masepeg en Ml (Fig. 5.4 B). Sin embargo,
esta disminucion fue mas marcada en Ml que en Mllque resulta en una mayor

contribucién del microplancton a la biomasa totaMdl que en MI (Fig. 5.5 C).
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Frecuencia acumulada

0 400 800 1200

Tamafio (um-2)

Figura 5.4. Frecuencia acumulada de tamafios (erf) pahprincipio () y al final de la fase
exponencial de crecimiento para Ml (A) y MIl (CnB) y (D) se muestra una vista detallada de
los rangos de tamafio donde se observaron difesehaa tratamientos de radiacion se muestran en
diferentes colores: P, verde y PAB, rojo. La distciéon de tamafos fue evaluada en muestras
fijadas con formalina a partir de fotografias toam@&n un microscopio invertido; las imagenes
fueron analizadas usando el software Image J (Adifsghal., 2004).
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Figura 5.5. Carbono autotréfico (en pg C.'L de las clases de tamafio del fitoplancton: A)
nanoplanctong 20 um) y, B) microplancton-20 um). C) contribucién relativa del nanoplancton y
microplancton (%) al carbono autotréfico total ghpipio (To) y al final de los experimentos Ml y
MII. Los tratamientos de radiacion y las clasesatheafio se muestran con diferentes colores: verde,
P y rojo, PAB; microplancton (naranja) y nanoplanctazul). Las lineas verticales en los simbolos
indican la mitad del rango de las mediaalf mean rangge

Aunque los cambios en la distribucion de tamafiosioynasa ocurren a nivel
especifico, estan normalmente asociados a cambits emposicion taxondmica de las
comunidades hacia grupos mas resistentes o méijmasados. De hecho, los efectos de la
RUV mas evidentes (en comparacion a muestras eguase excluye la RUV) durante
periodos de tiempos largos, son los cambios taxmednproducidos en la comunidad, los
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cuales actian como mecanismos de fotoaclimatablamerosos autores han reportado
dicho efecto en experimentos de largo plazo (wasi@n de Villafafie et al., 2003), pero en

particular para el area de la Patagonia, Hernahdb €006) trabajando con comunidades
fitoplancténicas del Canal de Beagle observaronbgasrdesde aquellas co-dominadas por
fitoflagelados y diatomeas al comienzo de los erpaErtos hacia un aumento progresivo
de euglenofitas, especialmente bajo condicionettiess de la columna de agua. Con el
objetivo de investigar estos cambios, en la Fi§.s& muestra la contribucion de los tres
grupos taxonomicos principales, diatomeas (cemtraje pennadas), flagelados vy

dinoflagelados.

En general, no se observaron efectos de la RU\edabrdiatomeas en ninguno de
los dos experimentos (Fig. 5.6 A), mientras que len flagelados (Fig. 5.6 B) y
dinoflagelados (Fig. 5.6 C) se observaron dife@nhaignificativas entre los tratamientos
de radiacion. Por ejemplo, el carbono autotréficoflagelados fue afectado de manera
negativa por la RUV, resultando en valores sigatii@mente mas bajos en muestras que
recibieron RUV (tratamiento PAB) en comparaciomaalas que fueron expuestas solo a
PAR (tratamiento P). Por el contrario, en dinoflages, el carbono autotréfico fue mayor
en las muestras que recibieron RUV. Estudios pse{kternando & San Roman, 1999;
Hernando et al., 2005) encontraron resultados &igslen relacion a la sensibilidad de los
flagelados. En el caso de los dinoflagelados, spuesta parece estar mas relacionada al
tamafio, tal como lo demostraron Helbling et al.0O@0 que observaron que las especies
mas grandes (e.g?rorocentrum micansdidametro medio de 50 pm) son menos sensibles
gue aquellos de menor tamafGy(mnodinium chlorophorum5 pm y Heterocapsa
triquetra, 20 pum).

Sin embargo, en este trabajo se observo un aurpesgoesivo de la biomasa de las
diatomeas (centrales y pennadas) (Fig. 5.6 A)dsiéas centrales las que contribuyeron a
la mayor proporcién de la comunidad al final de éaperimentos, en comparacion a los
flagelados (Fig. 5.6 B) y dinoflagelados (Fig. %2§. Este incremento diferencial del
carbono autotrofico causé un cambio en la compasitaxondmica, que pasé de una
comunidad dominada por los flagelados a una doraipad las diatomeas (Fig. 5.7). Cabe
destacar que al principio de los experimentos, datribucion de las diatomeas a la

abundancia y biomasa totales fue muy pequeina Figs. 5.7), y estuvieron representadas
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principalmente por Thalassiosira spp, Nitzchia longissima Skeletonema costatyum
Asterionellopsis glacialiy especies no identificadas de diatomeas pennadag, otras.

Sin embargo, hacia el final de los experimentcs,diatomeas centrales contribuyeron al
75% y 66% del total de carbono autotréfico (Ml yIMEespectivamente). Al final de Ml,

en ambos tratamientos de radiacion, las comunidagesn dominadas casi por completo
por Thalassiosiraspp., de un tamafio de 10-20 um (Fig. 5.8). En aandwi MII ocurrié

una co-dominancia d€halassiosiraspp. de 10-20 um y especimenes de mayor tamafo
(>20 pm).
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Figura 5.6. Carbono autotréfico (en pg CLde: A) diatomeas, B) flagelados y, C) dinoflagek
durante los experimentos Ml y MIl. Los tratamients radiacion se muestran con diferentes
colores: verde, P y rojo, PAB; las lineas difersném el panel A indican la contribucion de
diatomeas centrales (lineas continuas) y diatonpemmadas (lineas discontinuas). Las lineas
verticales en los simbolos indican la mitad deyoade las mediash@lf mean range
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Figura 5.7. Carbono autotréfico de diatomeas, flagelados vy ftiigelados durante los
experimentos Ml y MIl. Los tratamientos de radiacg® muestran en colores diferentes: verde, P y
en rojo, PAB; los grupos taxondmicos se identifisagln la leyenda. Las lineas verticales en los
simbolos indican la mitad del rango de las medial (nean range
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Figura 5.8. Contribucion relativa de diatomeas al total deboao autotréfico al principio ) y al

final de los experimentos. Se muestran las clasesmafio derhlassiosira(Th.) en diferentes
colores:> 20 um (amarillo), 10-20 um (naranja); las otragatneas se muestran en verde.
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En base a los resultados descriptos, se puedeneolmenclusiones a partir de: (1)
los cambios en el tamafio celular (y en consecuengiallos en la biomasa, concentracion
de clora por célula, etc.) y (2) el cambio en composicexonomica hacia una comunidad
dominada por diatomeas centrales. Aunque los camio@ncionados representan
mecanismos de aclimatacion, existen otros altewsmtpara hacer frente a la RUV e
irradiancias altas. Uno de estos mecanismos es) semrmenciond previamente, la sintesis
de compuestos que absorben en la RUV (principaknantinoacidos tipo micosporina,
MAAS). En general, se han detectado concentraciongsbajas de estos compuestos en
las comunidades fitoplanctdnicas de la Patagon&b{Bri et al., 2002; Villafafie et al.,
2004a, c; Marcoval et al., 2008) pero algunas espexrqg., el dinoflagelad®rorocentrum
micansposee la capacidad de sintetizar grandes cansidbelestos compuestos después de
una exposicion prolongada a la radiacion solar ¢elaal et al., 2007; Helbling et al.,
2008). Asimismo, se ha demostrado que algunas rdeste® pueden producir estos
compuestos (Lagunas et al., datos no publicades}aBe que la producciéon de MAAs es
mas efectiva en células grandes que en especiasifrgy donde su sintesis es muy costosa
y desventajosa en términos osmoéticos (Garcia-Rict#d4). Ademds, algunos autores
demostraron que las diatomeas centrales tienemapacwlad de producir cantidades
significativas de estos compuestos después dedpsrite exposicidon a RUV, mientras que
lo anterior no se observé en diatomeas pennaddBlifideet al., 1996). En este caso, no se
notan cambios significativos en la concentracion MAAs durante MI (datos no
mostrados), probablemente debido a la dominancialiatmeas pequefias durante el
experimento (Fig. 5.8). Por el contrario, duranté déurrio un incremento significativo de
los compuestos que absorben en RUV en relacioncaneentracion de cla (Fig. 5.9).
Este aumento no mostré diferencias entre los tiatdos de radiacion (Fig. 5.9 B),
sugiriendo que todas las longitudes de onda dedcégpsolar promueven la sintesis de
estos compuestos, lo que fue observado anterioengentliatomeas antarticas (Helbling et
al.,, 1996). Una posible explicacion es que la @dranatural incluye tanto PAR como
RUV, por lo que cualquiera de estas dos fracciole¢égspectro solar pueden desencadenar
la sintesis de MAAs, y de esta man@ftalassiosiraspp., obtendria proteccion contra la
RUV natural (Helbling et al., 1996). Probablemetdepresencia de MAAs en MiII refleja
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la mayor proporcion de especimenedsHalassiosiragrandes durante el experimento (Fig.

5.8) y también de dinoflagelados, aunque en mermgopcion (Fig. 5.6 C).
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Figura 5.9. A) espectro de absorcién al iniciog(Ty al final del experimento MIl; B) compuestos
que absorben en la RUV (MAAs) en relacion al coidiemle clora (ODsg; por g clora™) durante

el experimento. Los MAAs fueron estimados como escdbe en Dunlap et al. (1995). usando la
altura del pico a 337 nm. Los tratamientos de mdiiase muestran en diferentes colores: P (verde),
PA (azul) y PAB (rojo); § se muestra en lineas punteadas.

La eficiencia fotoquimica efectiva del PSyidld, Y) durante los dos experimentos

de exposicion de mediano plazo se muestra en la5HQ. Las mediciones se realizaron

tres veces por dia: mafiana, mediodia y tarde. tEbrpgeneral durante todos los dias de

exposicion y en los dos periodos de experimentdc@mle disminucion del Y al mediodia
y una recuperacion parcial a la tarde y a la mafdeiadia siguiente. En todos los

experimentos, la recuperacién del Y no fue compkgalecir, en ningun caso, después del
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periodo de recuperacion (tarde-noche), se logr@nalr los valores de Y del primer dia
(Yi). Por lo tanto, el Y de la mafana-{Y disminuyo a lo largo del tiempo en los dos
experimentos (Fig. 5.10). Estos resultados ponevilencia que, aunque las comunidades
fitoplancténicas de la Patagonia se encuentramatdidas a los altos niveles de radiacion
del verano, presentan una disminucién en su efidefotoquimica a lo largo de
exposiciones a mediano plazo. Mas aun, el gradeste disminucion puede variar de
acuerdo al espectro de radiacion recibido, tal cemobservo en la respuesta fotoquimica
de la comunidad del MI, que present6 una disminudi Yz, significativamente mayor en
presencia de RUV {®,05; Fig. 5.10). Por otro lado, las comunidade$/tlepresentaron
una reduccién del % menor que en MI, y sin diferencias significativastre los
tratamientos de radiacion (Fig. 5.10). Lo antedenota una respuesta diferencial entre las
comunidades de MI y MIl, probablemente relacionadana composicion taxonémica y
estrategias de aclimatacion distintas. Los camlgiosla estructura de la comunidad
probablemente influyeron en la capacidad de actioidn: la comunidad fitoplancténica de
MII presentd una mayor proporcion de células grarglee en MI, lo que probablemente
posibilito la sintesis de compuestos que absorbda BUV (MAAs; Garcia- Pichel, 1994)

y por lo tanto, una mejor respuesta fotoquimica BRJV (Neale et al., 1998b; Banaszak et
al., 2003b). De esta forma los cambios en la gstracle la comunidad permitirian llegar a
estados fisiolégicos 6ptimos para la respuestatariss de estrés.

119



M | Ml

07 —
06 —
05 — X X
o 04 —
0
> 03 —|
02 —
01 — —@®— PaB
' - @ -r
0
\ \ \ \ \ \ \ \
38 40 42 44 46 48 50 52 54

Dia Jduliano 2010

Figura 5.10. Eficiencia fotoquimica efectivyigld) de muestras naturales de fitoplancton expuestas
en microcosmos durante dos experimentos realizaes verano de 2010: Ml (4 al 13 de Febrero)
y MIl (15 al 22 de Febrero). Las mediciones seizaadbn a tres horas del dia: 7, 13 y 20 h, hora
local, con un fluorémetro de pulsos de amplitud utada (Water-ED PAM, Walz, Alemania) y la
eficiencia fotoquimica efectiva del PSNF/Fm” o Y) se calculé usando las ecuaciones deyGnt

al. (1989). Los tratamientos de radiacion a los fy@eon expuestas las muestras, se muestran con
diferentes lineas y colores: continuas y rojo, PRRY-A+RUV-B (PAB); discontinuas y verde,
PAR (P). Las lineas verticales en los simboloscamlia mitad del rango de las medihal{ mean

range.

5.3 IMPLICANCIAS ECOLOGICAS

Este estudio indica que, en las condiciones expgatates, los efectos de la RUV
son mas evidentes en la composicion taxondmica d®munidad que en el crecimiento
algal y la biomasa. Como se mencion0 anteriormegitestado inicial de la comunidad
estudiada fue fundamental, no solo condicionandoefpuesta a la combinacion de
factores, sino también demostrando la complejidadad extrapolacion de efectos. En
efecto, los resultados que se muestran sugierena@es posible generalizar los efectos de
la radiacion solar sobre diversas comunidadesléitmponicas: otros factores, tales como la
historia luminica previa, los gradientes de temipeaay la disponibilidad de nutrientes, en
parte relacionados a la turbulencia del agua yla profundidad de la CMS, son muy
importantes para comprender las respuestas obsstv&br ejemplo, aunque ambos
microcosmos mostraron un crecimiento sostenidondeirgarios dias, la distribucion final

del carbono autotréfico fue muy diferente para ceaso. Lo anterior tiene importantes
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consecuencias en la disponibilidad de energia eedldréfica, ya que tanto la distribucion
de especies y tamanos, son los factores princigaiesnfluyen en la probabilidad de que
una ceélula de fitoplancton sea ingerida por un eldguitor. El funcionamiento y la respuesta
a la RUV y a otros factores, de comunidades coeralites fuentes de carbono, sera
diferente. Aunque es complejo evaluar estos esiosnarpartir de estimaciones de la @or
por sensores remotos, los estudios de campo coraptarios pueden ayudar a validar
dichas estimaciones, que han probado ser Utiles @amnparaciones a nivel regional y

global.
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CAPITULO 6. Respuesta de
comunidades planctonicas del Caribe
Mexicano a la exposicidon a radiacion

ultravioleta y al incremento de

temperatura

Parte de este Capitulo es una traduccién al espafithbajo aceptado para su publicacién

coma

Halac SR Guendulain-Garcia SD, Villafafe VE, Helbling EWBanaszak AT (2013)
Responses of tropical plankton communities from texican Caribbean to solar
ultraviolet radiation exposure and increased teatpes. Journal of Experimental Marine
Biology and EcologyEn prensa (JEMBE-D-13-00015R1).
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6.1 INTRODUCCION

El cambio global es un proceso complejo que inval@aiteraciones de multiples variables
fisicas tales como temperatura, pH y radiacionauitieta-B (RUV-B, 280-315 nm)
(Houghton et al., 2011). Dichas variables son aftas por factores antrépicos, dentro de
los cuales se incluye a la combustion de combestibdsiles, los cuales generan gases
invernadero y lo que resulta en el aumento derfgpéeatura superficial oceanica (IPCC,
2007; Stott & Kettleborough, 2002) y en la acidiidn de los sistemas acuaticos (Doney
et al., 2008 y referencias alli citadas). Ademagrhision de substancias que disminuyen la
concentracion de ozono, tales como compuestos fitlorcarbonados (CFCs) e
hidrofluorcarbonados (HCFCs) da como resultadouehento de los niveles de RUV-B
(Staehelin et al., 2001 y referencias alli citadas)

Se ha observado que la temperatura superficiahaze&a aumentado en diversas
regiones del mundo (Levitus et al., 2000; Roemnmethal., 2009), incluso las éareas
tropicales (Diaz & Graham, 1996; Johnson & Xie, @01De hecho, las predicciones
realizadas por el Panel Intergubernamental de Gailiinatico (IPCC, 2007) indican que
la temperatura superficial oceanica podria aumegsrximadamente 3°C hacia finales de
siglo debido al calentamiento global. En lapso$i@apo corto, se han detectado, en areas
tropicales, aumentos de temperatura como pulsa®da duracién (aproximadamente 10
dias) que han superado los 3°C sobre el promedisuaé del verano (Banaszak et al.,
2003a). Algunos estudios han demostrado que el @onte la temperatura oceanica es
benéfico para el fitoplancton, ya que promuevanelémento de la actividad fotosintética,
en comparacién a muestras expuestas a temperamoma®! (Sobrino & Neale, 2007,
Lassen et al., 2010; Capitulo 3 de esta Tesis)eRinargo, algunos autores observan una
reducciéon de la biomasa fitoplancténica asociadacakntamiento global, debido
principalmente a la disminucion de diatomeas grarfidewandowska & Sommer, 2010).
Como ha sido demostrado en diversos estudios ldi@én de temperatura aumentada
beneficia el crecimiento de las especies pequdbasfiesne et al., 2009; Winder et al.,
2009) aunque la biomasa fitoplanctonica total sshicida debido a la disminucion de
especies grandes.

El aumento de los niveles de RUV-B en las regiqgpwares y en algunas regiones

templadas ha estimulado la investigacion sobrenphcto de la RUV sobre comunidades
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fitoplanctdnicas naturales. Dichos efectos incluiedisminucion de la densidad celular y
de las tasas de crecimiento (Nilawati et al., 199@rcoval et al., 2008). Sin embargo,
otros estudios realizados en alta montafia no eraonttales efectos (Halac et al., 1997),
probablemente debido a la historia luminica prelgaexposicion a altas intensidades de
RUV. Las regiones tropicales reciben intensidadés mltas de radiacion ultravioleta
(RUV, 280-400 nm) que las latitudes medias y aliafido principalmente a que su capa
de ozono es naturalmente mas delgada y a que eldemda radiacion a través de la
atmosfera es mas directo (Madronich, 1993). Portdaoto, el fitoplancton esta
probablemente adaptado a niveles de radiacionaiatente altos, lo que podria explicar en
parte la sensibilidad mas baja a la RUV de las aspdropicales en comparacion a las
especies polares (Helbling et al., 1992a). Debitlonaremento de la temperatura
superficial oceanica, y de los efectos potenciatmeegativos de la exposicién a la RUV
natural, algunos estudios han destacado la impnatale evaluar el impacto combinado de
la RUV y la temperatura sobre los organismos, deladque el incremento de la
temperatura podria alterar las respuestas a la RU&&to afectar la prediccion de las
respuestas de sistemas acuéticos a futuros eszedaricambio climatico (Williamson et
al., 2002; MacFadyen et al., 2004). A pesar de spieonoce que la combinacion de la
RUV con la temperatura aumentada afecta la fisialalgl fitoplancton (Davison, 1991,
Sobrino & Neale, 2007, Capitulo 3 de esta Tesia)lg composicion taxonomica (Rae &
Vincent, 1998; Xenopoulos et al., 2003) hay pocsisidios que evalluen el impacto de
ambos factores sobre comunidades naturales, enacaaifin a aquellos que consideran
cada variable por separado. Algunos estudios hporteglo efectos positivos de la
combinacién de la RUV con la temperatura sobreretimiento de las comunidades
fitoplanctdnicas, demostrando que bajo exposicidrradiacion solar, las tasas de
crecimiento son mayores a temperatura mas altas gR¥incent, 1998; Doyle et al.,
2005). Sin embargo, dichas respuestas son muyblesiale acuerdo al tamafio de las
especies y a los grupos taxondémicos involucrad@s.efla manera, la estructura de la
comunidad es altamente afectada por la interacROV-temperatura (Thyssen et al.,
2011, Lionard et al., 2012).

Dado que la tolerancia a la RUV y a la temperaesaespecie-especifica, la

estructura de la comunidad podria cambiar debidosgnsibilidad diferencial hacia estas
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variables. M&s aun, algunas especies tropicales taimo corales ya estan viviendo en el
limite superior de su tolerancia a la temperatB@anészak & Lesser, 2009) por lo tanto,
cualquier incremento en la temperatura oceanicarfojal podria afectar otras especies
tropicales negativamente. Por tal motivo este éstsel disefio para evaluar la respuesta de
comunidades tropicales de plancton a los efectogic@mdos de la temperatura aumentada
y la RUV sobre el crecimiento, biomasa y composidi#gxondmica. Nuestra hipotesis de
trabajo es que en los sistemas tropicales acuagtascremento de la temperatura (como
se esperaria en un escenario de cambio global)rdarfeela inhibicion debida a la RUV
sobre el crecimiento. La estrategia experimentaisistio en exponer comunidades
plancténicas naturales a la radiacion solar (comsiry RUV) durante 16 dias bajo

tratamientos de temperaturasituy aumentada.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Recolecciéon y manipulacién de muestras

Este trabajo fue llevado a cabo en la localidadPderto Morelos (20° 51° N; 86°
55" O) situada en el Caribe Mexicano. Las mueshatsirales de superficie fueron
colectadas de una laguna arrecifal desde el fiehhdielle de la Universidad Nacional
Autonoma de Meéxico (UNAM), Parque Natural Arrecif8luerto Morelos, usando
recipientes lavados con HCI 1N. Las muestras fueamncadas en bidones de 80 L y
transportadas inmediatamente al laboratorio enicomes de luz tenue. Para excluir los
especimenes grandes de zooplancton, toda la moestfdtrada a través de una malla de
100 um de poro (Nitex®). Se realizaron pruebas pilotoim®ibacion de las muestras
naturales que demostraron ausencia de crecimiehtit@plancton, probablemente debido
a las bajas concentraciones de nutrientes (Rodrilgiaetinez et al., 2010); por este
motivo, se agregaron nutrientes a las muestrasiradipio del experimento con el fin de
inducir el crecimiento del fitoplancton. Los maantmentes (N@, PQ*> and SiQ?) en
una concentracion similar al medio /2 (GuillardRayter, 1962) se agregaron a toda la
muestra al 0,1%, se mezclaron bien y se dispusiemn8 bolsas (microcosmos)

transparentes a la RUV (20 L).
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6.2.2 Experimento de exposicion

El experimento fue llevado a cabo en el perioddldedl 29 de Julio del 2010 (Dias
Julianos 195-210). Un juego de microcosmos dupdicad cubrir recibié PAR + RUV-A +
RUV-B; 280-700 nm (tratamiento PAB), mientras que &e cubrié con filtro Ultraphan
(UV Opak, Digefra, Germany) por lo cual recibiersolo PAR (tratamiento P; 400-700
nm). Elsetde 4 microcosmos (2 PAB y 2P) fue colocado ded&aada uno de los dos
tanques de agua de 1,6 m de diametro x 45 cmalelalb de los tanques fue mantenido a
28°C (temperaturan situ) y el otro a 31°C (temperatura aumentada). La &atpra fue
mantenida por un sistema de circulacion con agusepiente de dos fuentes. Para
mantener el microcosmos a la temperatura contdbosnbed agua subterranea a 25°C de
una profundidad de 90 m, y se la almacend en tanorexio a su distribucion, donde por
accion de la radiacion solar se calento a 28°CGa Rentener el otro microcosmos a 31°C,
se bombed agua de la laguna arrecifal a 28°C de de mrofundidad y, previo a su
distribucion, se la almaceno6 en tanques donde guhacion solar se calenté a 31°C. La
temperatura en ambos microcosmos fue monitoreadanaamente por un sistema de
registro de datos y varias veces durante el diateonometros digitales de mano. Para
minimizar el gradiente de luz, los microcosmos duedispuestos en un plano horizontal,
de manera tal que el area de las muestras expuestate ~50 cm x 25 cm con una
profundidad de 15 cm. Ademas, las muestras fuegdadas manualmente cada una hora
durante el dia para evitar la sedimentacion dedadas. El intercambio de gas entre las
muestras y el exterior fue promovido por la inyénaie aire usando una jeringa conectada
a un tubo de plastico, el cual fue insertado ereetro de cada microcosmos. Dicho sistema
ademas fue usado para la coleccion de muestras.

6.2.3 Identificaciéon / cuantificacion de especies vy estioidon de biomasa

Al inicio del experimento y luego dia por mediocsdectaron 50 mL de muestra de
cada microcosmos, y se las fijaron con formalinatnaéizada (concentracién final 0,4%,
v.v). Posteriormente, se sedimentaron 20 mL de ocagsstra en una probeta durante 24 h
(LeGresley. McDermott, 2010) y luego se descartd cuidadosaeneinsobrenadante hasta
lograr aproximadamente un 5% del volumen sedimenthd muestra concentrada fue

homogeneizada y colocada en una cdmara Fuchs-Rak@viirienfeld, Alemania) para la

126



identificacion y la cuantificacion de las célul&e agreg6 una gota de Rosa de Bengala a
cada muestra para distinguir mejor la materia aogagtel detrito (Villafafie & Reid, 1995).
Las muestras se observaron en un microscopio offeiss modelo D-7082, Alemania)
por duplicado para cada tratamiento y usando uneatonde 200x para las células del
microplancton (>20 um) y de 400x para las del mianeplancton (<20 um). Para
considerar a una muestra como representativa, r#garoa al menos 100 células de las
especies mas frecuentes. El biovolumen de cadaiespknctonica fue estimado por
asimilacion de su forma a figuras geométricas,aleer@o a Hillebrand et al. (1999) y por
medicion de las principales dimensiones celulaeealdnenos 10 células por especie. En
los casos en los que se encontraron diferenciaand@io dentro de la misma especie, se
dividié a los individuos de esa especie por clastachafios, para determinar su volumen de
una manera mas precisa. A partir de los biovolusmereestimo la biomasa (como carbono

autotréfico) por medio de las ecuaciones de Merdemer& Lessard (2000).

6.2.4 Mediciones de radiacion solar y temperatura

La intensidad de PAR fue medida durante periodds mé, cada 5 min, a lo largo
del experimento. Para ello se utiliz6 un sensoradiacion de respuesta cosenoidal (LI-
192, Li-Cor, USA), el cual se encontraba instaladain techo a 4 m de altura y conectado
a un sistema de registro de datos (LI-1400, Li-C@oy su parte, la RUV se estimé a partir
de los datos de PAR con el programa STAR (Ruggabat., 1994). La temperatura del
agua en el centro de los tanques se registro stangs de registro de datos (HOBO, USA)

con una frecuencia de medicién de un dato cadaiil5 m

6.2.5 Anadlisis de datos y estadistica

El crecimiento de los principales grupos taxonomise determind a partir de
mediciones de abundancia celular y estimacionesadeono autotréfico. Las tasas de

crecimiento se calcularon a partir de la siguieaigacion:
H=In (N2-Ny) / (t2.t1) (1)

siendo (N-N;) la abundancia celular o el contenido de carbamarde la fase exponencial

de crecimiento y §tt;) la duracion de la fase.
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La rigueza especifica se calculé como el nimerespecies distintas representadas

en las muestras de tal manera que:

S=spitspt spst...... St (2)

El indice de diversidad se calculé de acuerdo a8iraWeaver (Shannon, 1948):

H'=-¥pi (In p) 3)

siendop; la abundancia relativa de especies piy Ni /Nwt, € indica la relacion entre el
numero de individuos correspondiente a la espegi@linimero total de individuos. La
disminucion o el aumento de la riqueza de espegidss indices de diversidad se
calcularon por ajuste a una funcion lineal.

Se realizaron duplicados de cada tratamiento dmaci@d y temperatura y los
resultados se expresaron como la media y la mighdashgo de las mediasglf mean
rangg. Con el fin de determinar las diferencias entgettatamientos, se consider6 un nivel
de significancia ) de 0,05 para todas las comparaciones (Zar, 1998)aplicé un
ANOVA de una via para establecer si existian difeiges significativas en la biomasa o en
la abundancia celular diaria, en las tasas demrecto y en los cambios de diversidad de
la comunidad entre los tratamientos de radiacidenyperatura, mientras que se uso un
ANOVA para mediciones repetidas con el objeto dduar el aumento de la biomasa y/o
abundancia celular en funcién del tiempo. Asimissutiliz6 un ANOVA de dos vias con

el fin de determinar las interacciones entre anfibct®res, radiacion y temperatura.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Condiciones ambientales

En general, las intensidades de PAR (Fig. 6.1 ARWV (Fig. 6.1 B) fueron
bastante similares a lo largo del experimento osnvilores maximos variando entre 416 a
496 W m? en el rango de PAR y desde 54 a 64 ¥ em el rango de la RUV, con
excepcion del 26 de Julio (Dia Juliano 207) cuardkhido a nubosidad y lluvia, las
méximas irradiancias disminuyeron a 275 y 35 VK, mespectivamente. La temperatura

dentro de los tanques de agua durante los expdomene homogénea (datos no
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mostrados). Las fluctuaciones de temperatura maxduneante cada dia de exposicion fue
de aproximadamente + 1,3°C con la excepcion delelgulio (Dia Juliano 197) cuando la
variacion dentro de los tanques de temperatoraitu fue de + 1,8°C. Durante el

experimento, las maximas variaciones de temperdti@ran <17 y <13% en el tanque de

temperaturan situy aumentada, respectivamente.
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Figura 6.1. Irradiancia dePAR (A) y RUV (B) (en Watts i) durante el periodo experimental -
dias Julianos 195 al 210 (14 al 29 de Julio 2010).

6.3.2 Crecimiento de las comunidades plancténicas

La comunidad plancténica inicial estuvo caractel@apor cuatro grupos
principales: diatomeas (principalmente pennadasjfldgelados, flagelados (incluyendo
clorofitas, criptofitas y flagelados autotrofos mentificados) y plancton heterotréfico
(principalmente dinoflagelados y flagelados incof)r Se encontraron pocas especies de
cianobacterias que no fueron consideradas en loslas de biomasa total y abundancia
celular. La abundancia de dicho grupo fue muy Wiadebido principalmente a su
concentracion escasa y a su distribucion en “pafchemausada por la formacion de
colonias. El crecimiento de los cuatro gruposnestio a partir de los calculos de biomasa,

se muestra en la Fig. 6.2 y en las Tablas 6.1 .yEh2Zyeneral, el incremento de la biomasa
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no fue significativamente diferente entre los aemtos de radiacion (Fig. 6.2) con la
excepcion de los dinoflagelados y el plancton loétéfico. En ambos grupos, se
observaron diferencias significativas entre losatraentos PAB y P bajo 28°C, con una
biomasa significativamente mayor en P que en PABrde los ultimos dias de exposicion
(Fig. 6.2 C, G; Tablas 6.1 y 6.25@,05). En relacion a los efectos de la temperatosa,
grupos mas afectados fueron las diatomeas y ettplarheterotrofico. Hacia el final del
experimento, la biomasa de las diatomeas y del cfan heterotréfico fue
significativamente mas alto en el microcosmos @bifue en aquel expuesto a temperatura
aumentada (Fig. 6.2 A-B y G-H; Tablas 6.1 y 6:),05).

Los efectos de la radiacion y de la temperaturaestzbabundancia celular fueron
bastante similares a aquellos sobre la biomas# tas diatomeas, los dinoflagelados y
flagelados no mostraron cambios en la abundandidacedebido a la RUV durante el
experimento y solamente el plancton heterotrofiastnd abundancias celulares méas altas
en el tratamiento P durante la Ultima parte dekerpento (Tablas 6.3 y 6.4<0,05). Los
efectos de la temperatura en ambos tratamientosadiecion se observaron en la
abundancia de diatomeas de la misma manera quéagdscamasa, con valores mas altos en
el microcosmos control en comparacion al de tentiperaumentada, y en dinoflagelados
bajo PAB (Tablas 6.3 y 6.4<0,01). Las interacciones entre RUV y temperaturéuecon

significativas para ninguno de los grupos (Tablas &.4).
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Figura 6.2. Biomasa (en ug C'). de diatomeas (A, B), dinoflagelados autotr6fi¢@s D),
flagelados autotroficos (E, F) y plancton heteffitod(G, H) en muestras naturales de agua de mar
expuestas a radiacion solar. Las muestras fuenmmesias a dos temperaturiassitu (28 °C; A, C,

E, G) y aumentada (31 °C; B, D, F, H) y a dos tre¢émtos de radiacion: PAB (circulos) y P
(triangulos). Las lineas verticales sobre los siohmdican la mitad del rango de las med aaf(
mean rangg
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Tabla 6.1. Tasas de crecimientoy)( para diatomeas, dinoflagelados, flagelados y gbtem
heterotrofico expuesto a temperatumasitu (28°C) y aumentada (31°C) y determinadas por
biomasa. Los tratamientos de radiacion fueron: PABRAR + RUV; P = PAR. Los valores
presentados son la media de duplicados y la mébchdgo de las mediakglf mean range

Diatomeas Dinoflagelados Flagelados Plancton
Heterotréfico
PAB P PAB P PAB P PAB P

28°c | 0,47+0,04| 0,49+0,04 | 0,24+0,01 | 0,41+0,07| 0,16+0,01| 0,22+0,04| 0,22+0,04| 0,33+0,03

31°c | 0,40+0,01( 0,43+0,02| 0,21+0,06 | 0,31+0,04| 0,18+0,05| 0,20+0,02| 0,24+0,03| 0,19+0,01

Tabla 6.2. Resultados estadisticos de ANOVAs de una y dos péaa establecer diferencias
significativas en las tasas de crecimiento de diats, dinoflagelados, flagelados y plancton
heterotréfico basadas en la biomasa entre losntratdos de radiacion, los de temperatura, y la
combinacién de radiacién * temperatura duranteelgmsiciones a la radiacion solar natural. Los
tratamientos de radiacion fueron: PAB = PAR + RWPV: PAR. Los tratamientos de temperatura
fueron: temperaturim situ (28°C) y aumentada (31°C).

Efecto de la| Efecto de la Efecto de
radiacion | temperatura radiacion *
temperatur
28 °C PAB
Diatomeas p>0.05 p<0.01 p>0.05
Dinoflagelados p<0.05 p>0.05 p>0.05
Flagelados p>0.05 p>0.05 p>0.05
Plancton Het. p<0.05 p>0.05 p>0.05
31°C P
Diatomeas p>0.05 p<0.01
Dinoflagelados p>0.05 p>0.05
Flagelados p>0.05 p>0.05
Plancton Het. p>0.05 <0.05
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Tabla 6.3. Tasas de crecimientoy)( para diatomeas, dinoflagelados, flagelados y gbtem
heterotréfico expuesto a temperatinraitu (28°C) y aumentada (31°C) y determinadas a paetir
la abundancia celular. Los tratamientos de radiafii@ron: PAB = PAR + RUV; P = PAR. Los
valores presentados son la media de duplicadosnyiteed del rango de las medidsalf mean
range.

Diatomeas Dinoflagelados Flagelados Plancton
Heterotrofico
PAB P PAB P PAB P PAB P

2g°c | 0,43+0,02| 0,41+0,04 | 0,23+0,01 | 0,27+0,05| 0,24+0,02| 0,24+0,01| 0,20+0,04| 0,36+0,04

31°Cc | 0,2940,02| 0,36%0,06 | 0,23+0,03 | 0,28+0,06| 0,15+0,02 0,23+0,03| 0,23+0,01| 0,21+0,02

Tabla 6.4. Resultados estadisticos de ANOVAs de una y dos péaia establecer diferencias
significativas en las tasas de crecimiento de diatts, dinoflagelados, flagelados y plancton
heterotrofico basadas en abundancia celular esgrerdtamientos de radiacion, los de temperatura,
y la combinacion de radiacion * temperatura durdaseexposiciones de radiacion solar natural.
Los tratamientos de radiacion fueron: PAB = PAR WMR P = PAR. Los tratamientos de
temperatura fueron: temperatumssitu (28°C) y aumentada (31°C).

Efecto de la| Efecto de la Efecto de
radiacion temperatura radiacion *
temperatura
28°C PAB
Diatomeas p>0.05 p<0.01 p>0.05
Dinoflagelados p>0.05 p>0.05 p>0.05
Flagelados p>0.05 p=<0.01 p>0.05
Plancton Het. p=0.05 p>0.05 p>0.05
31°C P
Diatomeas p>0.05 p<0.01
Dinoflagelados p>0.05 p>0.05
Flagelados p>0.05 p>0.05
Plancton Het. p<0.05 p<0.05
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6.3.3 Composicion de la comunidad planctonica

Contribucién de los principales grupos taxondmicolsos cambios en la
composicion taxonomica basados en la biomasa ydalmgera bajo los tratamientos de
temperaturan situ y aumentada se muestran en las Figs. 6.3 y Ggecavamente. La
contribucion relativa de los grupos principalea dibmasa total durante el experimento fue
variable, dependiendo de los tratamientos de riaiag temperatura. Sin embargo, se
observé un patréon general de aumento de la abuladdacliatomeas, con una consecuente
disminucion de los flagelados. La contribucion a diatomeas a la biomasa fue muy baja
al principio, aproximadamente un 7%, pero aumeht65&0 (P) y al 80% (PAB) en el
tratamiento de temperatumna situy ~ 50% (P y PAB) en el de temperatura aumentada,
hacia el final del experimento (Fig. 6.3 A-B). Ldisoflagelados fueron menos abundantes
gue los otros dos grupos, y en general, su comwidhua la biomasa de la comunidad no
super6 al 30%, siendo mas alta al final del expambm en el tratamiento P a 28°C (48%;
Fig. 6.3 A). Por su parte, los flagelados fueromish@ntes al principio del experimento
contribuyendo en ca. 70% a la biomasa total (Fi@), pero disminuyendo a ca. 15% en el
tratamiento P y al 5% en el PAB bajo 28°C, mientras bajo 31°C decayeron al 20% en
los tratamientos P y PAB (Fig. 6.3 A-B).

El aporte de cada grupo a la abundancia celulaidsign patrén similar al de la
biomasa. La contribucion de las diatomeas al thedla abundancia celular fue ca. 10% al
inicio, y se incrementé al 55 y al 80% en los trdtntos P y PAB, respectivamente, bajo
28°C,y a 38y 42% en los tratamientos P y PAByeesvamente, bajo 31°C, hacia el final
del experimento (Fig. 6.4 A-B). La contribucionlds dinoflagelados a la abundancia total
fue bastante baja durante el experimento (ca. H)&&nzando los valores mas altos (ca.
18%) bajo el tratamiento P a 28°C (Fig. 6.4 A). Bwtado, los flagelados representaron el
80% de la abundancia total al comienzo del experimenientras que aportaron ~20 y
50% bajo 28°C y 31°C, respectivamente, después dxposicion. La contribucién del
plancton heterotrofico a la comunidad fue iniciatteebaja (10%) y, en general, disminuyo

durante la exposicion (Figs. 6.3 y 6.4).
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Figura 6.3. Contribucion a la biomasa total (en porcentaje) di@omeas, dinoflagelados,
flagelados y plancton heterotréfico en microcosmxguestos a temperaturasitu (28 °C; A) y
aumentada (31 °C; B). Los porcentajes son la mddiaduplicados para cada tratamiento de
radiacién, los que se muestran uno al lado del B#® en el lado izquierdo y P en el lado derecho
de cada par.
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Figura 6.4. Contribucion a la abundancia celular (en porcehtde diatomeas, dinoflagelados,
flagelados y plancton heterotrofico en microcosmgguestos a temperaturasitu (28 °C; A) y
aumentada (31 °C; B). Los porcentajes son la mddiaduplicados para cada tratamiento de
radiacién, los que se muestran uno al lado del B#® en el lado izquierdo y P en el lado derecho
de cada par.

Diversidad de la comunidad planctonic&n general, la riqueza especifica de la
comunidad planctonica fue, al inicio, similar enlivs tratamientos de radiacion (Fig. 6.5
A-B). Sin embargo, en el microcosmos expuesto a BAR 28°C, la riqueza especifica
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aumento hacia el final del experimento, mientras gu el tratamiento de PAB la riqueza
especifica no cambio (Fig. 6.5A, diferencias sigativas entre pendientess@01). Por
otro lado, a 31°C, ambos microcosmos mostrarornrigogza especifica similar durante el
experimento (Fig. 6.5 B), En resumen, el resultads relevante fue la mayor riqueza
especifica en ausencia de RUV a 28°C (Fig. 6.5 A-B)

La diversidad de la comunidad, estimada por elcendie diversidad de Shannon-
Weaver, disminuyé en ambos tratamientos de radiaddrante la Ultima parte del
experimento (28°C; Fig. 6.5 C), mientras que a 344@ento al final de la exposicion (Fig.
6.5 D). Se encontraron diferencias significativageelos tratamientos de temperatura solo
durante la parte final del experimento en el tré¢ato PAB, siendo la diversidad

significativamente mas alta a 31°C.
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Figura 6.5. Rigueza especifica (A-B) e indice de DiversidadSiannon-Weaver (C-D) de la
comunidad planctonica durante el experimento (1£2%lde Julio 2010). Las muestras fueron
expuestas a temperaturasitu (28 °C; A, C) y aumentada (31 °C; B, D) y a daamientos de
radiaciéon: PAB (circulos) y P (triangulos). Lascl@is verticales sobre los simbolos indican la mitad
del rango de las mediasalf mean range
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Rigueza y composicion especifica dentro de los @pales grupos
taxonomicos.En general, el nimero de especies de diatomeasn&uraé final del
experimento en todos los tratamientos (Fig. 6.6 )A-EEste incremento fue
significativamente mas alto en el tratamiento P euel PAB a 31°C §0,05).Asimismo,

se encontraron diferencias significativas en eatmgento PAB entre temperaturas, siendo
la riqgueza especifica mas alta a 28°C (Fig. 6.6;A<®,05). La especie mas abundante al
principio del experimento fu€ylindrotheca closteriun{Ehrenberg) Reimann & J. C.
Lewin, mientras quéavicula directa(W. Smith) Ralfs Navicula transitansvar. derasa
(Grunow) CleveNavicula transitanssar. [derasa] f. delicatulaHeimdal (de aqui en mas
Naviculaspp.) yLeptocylindrussp., dominaron después del Dia Juliano 204 (F&CED).

En cambio Amphorasp. fue frecuente en los ultimos dias del exparimeEs importante
destacar que tantheptocylindrus sp. como Amphora sp. estuvieron ausentes en el
tratamiento PAB bajo 31°C (Fig. 6.6 C-D). En refecial menor crecimiento de las
diatomeas a temperatura aumentada (Fig. 6.2 AD),closterium la especie mas
abundante en este grupo, tuvo una contribuciorifsigtivamente menor a 31°C (Fig. 6.6
C-D).

Los dinoflagelados no mostraron diferencias sigativas en la riqueza especifica
entre los tratamientos de radiacion y temperatiig 6.7 A-B), y tuvieron una tendencia
de incremento en la contribucibn de especies deom#&mario. Al principio del
experimento, las especies mas abundantes fuerenies@atecadas de un tamafio <20 pum,
sin embargo, a medida que éste fue avanzandogcsarianto el nimero de especid
pm (e.g.Prorocentrum mexicanui@sorio-Tafall; Fig, 6.7 C-D). En cambio, los fléagos
tuvieron un leve descenso en el nimero de espeatnedjferencias significativas ni entre
los tratamientos de radiacion ni los de temperaf(liig. 6.8 A-B). Se observd una
dominancia pronunciada de clorofitas <10 um emnaghiniento de temperatura aumentada,
en ambos tratamientos de radiacion a lo largo ®permento, mientras que la mayor
abundancia de criptofitas se encontré cuando s&yxda RUV (Fig. 6.8 C-D). El
plancton heterotrofico mostré un incremento enbdanalancia de especies pequefias (<10
pm) durante el experimento, las cuales no estuvipresentes en el tratamiento PAB bajo

28°C (datos no mostrados).
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Figura 6.6. Riqueza especifica de diatomeas (A-B) y porcemtaji contribucion de las diatomeas
mas frecuentes en la abundancia celular (C-D) dei@rexperimento (14 al 29 de Julio 2010) con
muestras de agua de mar expuestas a tempeiratita (28 °C; A, C) y aumentada (31 °C; B, D).
Los porcentajes son la media de duplicados para ttathmiento de radiacion y fueron calculados
en base a la abundancia total de cada grupo. fe®uies tratamientos de radiacion se muestran
uno al lado del otro: primero PAB y segundo P ydasones diferentes indican especies distintas.
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Figura 6.7. Riqueza especifica de dinoflagelados (A-B) y potaje de la contribucién de los
dinoflagelados mas frecuentes en la abundancidac€lD-D) durante el experimento (14 al 29 de
Julio 2010) con muestras de agua de mar expuettagparaturan situ (28 °C; A, C) y aumentada
(31 °C; B, D). Los porcentajes son la media de idagbs para cada tratamiento de radiacion y
fueron calculados en base a la abundancia totalada grupo. Los diferentes tratamientos de
radiacién se muestran uno al lado del otro: prinfed@ y segundo P y los patrones diferentes

indican especies distintas.
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Figura 6.8. Riqueza especifica de flagelados (A-B) y porcentdg¢ la contribucién de los
flagelados mas frecuentes en la abundancia cglt#&y) durante el experimento (14 al 29 de Julio
2010) con muestras de agua de mar expuestas arggumpa situ (28 °C; A, C) y aumentada (31
°C; B, D). Los porcentajes son la media de dupbsauhra cada tratamiento de radiacion y fueron
calculados en base a la abundancia total de caga.gros diferentes tratamientos de radiacion se
muestran uno al lado del otro: primero PAB y seguRdy los patrones diferentes indican especies
distintas.

6.4 DISCUSION

Esta investigacion enfoco en los efectos combindeda RUV y la temperatura sobre los
cambios en la estructura y crecimiento de comumisiatanctonicas del trépico, estudiados
por medio de experimentos en microcosmos. Durantadyor parte del experimento, las
intensidades de radiacion natural alcanzaron revates (Fig. 6.1 A-B) que, normalmente,
son consideradas estresantes para el fitoplandtumde los resultados de este trabajo fue
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el efecto diferencial de estas variables sobrel@dro principales grupos presentes en las
comunidades planctonicas. En sintesis, la RUV matafel incremento en abundancia
celular de ningun grupo durante la exposicion, eroepcion del plancton heterotrofico,
mientras que la biomasa fue afectada negativanemti®s grupos de dinoflagelados y
plancton heterotréfico. En cuanto al efecto deelaperatura aumentada, el grupo de las
diatomeas fue el mas afectado, con un impacto mwegah el crecimiento, determinado
tanto por biomasa como abundancia celular (Fig; ®dblas 6.1-6.4). Mas aun, los
resultados mostraron diferencias significativaslarmrcontribucion de las diatomeas a la
biomasa y abundancia celular entre temperaturamaidacion, con valores menores a
31°C (Figs. 6.3y 6.4).

Este estudio determin6 que los efectos combinadda BUV-temperatura sobre el
crecimiento no fueron significativos en ningunol@® grupos (Tabla 6.1-6.4) pero si sobre
la estructura de la comunidad. Lo anterior coincai® otros estudios previos que
mostraron que la RUV afecta més la estructura deddrofica que a la biomasa, debido a
diferencias en la sensibilidad entre organismosigimicos (Belzile et al., 2006). Por
ejemplo, aunque las diatomeas aumentaron su rigasgEifica a lo largo del experimento,
tanto la RUV como la temperatura produjeron efecwgativos sobre la misma (Fig. 6.6
A-B). Se ha propuesto que las especies que viveza @ su limite de tolerancia a la
temperatura podrian ser influidas desfavorablemeoteel aumento de ésta (Beardall &
Raven, 2004). El estudio de la composicion taxosanmostro que una de las especies
dominantes de la comunidad planctonica, la diatopggmadaCylindrotheca closterium
fue afectada de manera adversa por la temperatigairas que los efectos combinados de
la RUV-temperatura fueron particularmente negatiers especimenes grandes como
Leptocylindrussp. yAmphorasp., los que contribuyeron a una proporcion impoeta la
biomasa de diatomeas durante la uUltima parte derexento a 28°C (Fig. 6.6 C-D). Lo
anterior probablemente esta relacionado con laidigion de la biomasa debido al efecto
del aumento de la temperatura. De manera simigudms previos llevados a cabo con
comunidades fitoplanctonicas en mesocosmos, repartaenor biomasa de fitoplancton
debido al calentamiento, especialmente en diatongeasdes (Wohlers et al., 2009;
Lewandowska & Sommer, 2010). Sin embargo, estauestp negativa no es general, ya

gue otros estudios realizados con fitoplancton meamostraron que las diatomeas grandes
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son beneficiadas por el aumento de la temperafumgsgen et al., 2011; Lionard et al.,
2012). En este estudio la mayor parte de los digefhdos cambiaron de especies
pequeias <20um (dinoflagelados atecados) a esp@figsn Prorocentrum mexicanum
dinoflagelados atecados) (Fig. 7.7 C-D). Aunquesstambios en la estructura de la
comunidad no fueron provocados aparentemente gR®UM o por la temperatura, pueden
ser parte de un proceso de fotoaclimatacion quenyewa, en ceélulas grandes (e.g.
dinoflagelados>20 um), la sintesis de compuestos que absorbem &UV (MAAS).
Algunos estudios relacionados con la presenciM8és en microalgas, han reportado
gue se encuentran en concentraciones altas en osaseespecies de dinoflagelados,
incluyendo especies derorocentrumEhrenberg (Jeffrey et al.,, 1999; Marcoval et al.,
2007; Llewelyn & Airs, 2010). Por ésto, los cambestructurales observados podrian ser
consecuencia de una tolerancia mas alta de lagiespage dinoflagelados20 pm en
comparacion a aquellas <20um. Sin embargo, el gdgainoflagelados presentd una
biomasa menor en el tratamiento PAB (Fig. 6.2 C) lmoque probablemente, esta
estrategia de fotoproteccion, no fue lo suficierd@ete efectiva para prevenir la
disminucion del crecimiento provocado por la RUW Bhanera similar, Lesser (1996)
observo inhibicion de la fotosintesis en cultivesRI micansEhrenberg a pesar de la
presencia y acumulacion de MAAs. En cambio, losltados mostraron que la temperatura
beneficio a los flagelados pequeiigd um) y en particular favorecio el aumento de
clorofitas pequefias (Fig. 6.8). De manera similarios autores han encontrado un
incremento significativo en la proporcion de espegbequeias (Daufresne et al., 2009;
Winder et al., 2009), lo que concuerda con la Rdgl&@amafo-Temperatura. Dicha regla
establece que los individuos que crecen a tempasabiajas alcanzan tamafios mas grandes
gue aquellos en condiciones de temperaturas nass(&lbrster et al., 2012).

En general, se asume que los procesos del metabotislular regulados por la
temperatura (tales como division celular, repara@él ADN, produccion de pigmentos
fotoprotectores, respuestas al estrés oxidatiwo) podrian actuar mas rapido que el dafio
inducido por la RUV, al acelerar procesos bioquiami(Baulch et al., 2005; Doyle et al.,
2005). Sin embargo, estas conclusiones estan masadastudios sobre comunidades
fitoplancténicas de latitudes medias, y por lo danbnsideran rangos de temperatura

menores. Tanto como se sabe, no se han realizaghbosssobre el efecto combinado de la
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RUV vy la temperatura en la composicion de las cadadtes plancténicas tropicales; sin
embargo, algunos trabajos se enfocaron en la dativiotosintética del fitoplancton
tropical. Por ejemplo, Banaszak et al. (2003a)wevain los efectos del estrés de radiacion
y de temperatura en el estado fisiologico de losfthgelados endosimbiontes de corales, y
sugirieron que los rangos de tolerancia celuladpneser excedidos cuando la temperatura
superficial oceanica aumenta, ya que dichos sinisoviven cerca de su rango de termo-
tolerancia maxima. Los resultados de este trabagiican que algunas especies de
diatomeas pueden ser sensibles a la temperaturdgsmindir su crecimiento bajo
temperaturas superficiales oceénicas aumentadasntras que los especimenes de
flagelados pequefios serian beneficiados. Poré&stmestudio resalta la importancia de que
las respuestas a la combinacion de RUV y temperatoservadas son especificas de cada
especie y tamafio, y muy complejas.

Los datos sugieren que, bajo un escenario de caglibidtico, ocurrirAn cambios
en los diferentes grupos taxondmicos. Las diatonsea&n afectadas en su crecimiento,
composicion taxonomica y riqueza especifica. Auniagediatomeas no representan la
mayor proporcion de biomasa de las comunidadeg#ies, pueden hacer floraciones bajo
condiciones de alta concentracion de nutrientes.ldPtanto, es importante considerar la
ocurrencia de floraciones de diatomeas en las @@stieras debido a enriquecimiento de
nutrientes por actividades antropicas. Nuestroem@xgntos simularon un escenario de
input de nutrientes, por lo que las respuestas obsesvaaldrian ser similares a aquellas
gue ocurririan en un area costera con enriquectmm nutrientes y afectadas por eventos
de incremento de temperatura. Aunque el area ddiests naturalmente oligotrofica, por
ejemplo, el rango de variacion de las concentrasiate NH' es de 1,2 y 3,4M, las de
DIN varian desde 2,8 a 5/iM y las de P@? entre 1,0 y 2,iM (Duarte et al., 1995;
Carruthers et al., 2005), las concentraciones tls esitrientes pueden aumentar en zonas
costeras por descarga de nutrientes desde sistiragua dulce, los cuales se encuentran
afectados por el impacto de actividades antropitales como el desarrollo turistico
(Rodriguez-Martinez et al., 2010; van Tussenbra2i]l). De acuerdo a nuestros
resultados, la potencial eutrofizacion de las aoeaseras favoreceria a las diatomeas. Sin
embargo, asociada con un aumento de la tempexataéanica y los niveles altos de RUV,

se produciria un efecto antagdnico sobre algunzecies de este grupo. Mas audn, el grupo
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dominante, los flagelados, serian afectados eompasicion taxonomica y distribucion de
tamafios, y esto tendria un impacto potencial erdatrofica. Aunque no hubo efectos
interactivos entre la temperatura y la RUV sobreawinento de la biomasa, estas dos
variables de estrés tuvieron un impacto importentéa distribucion de la biomasa. Varios
autores han reportado efectos similares, determmane los cambios en la estructura de
las comunidades fitoplancténicas causados por M Rleden afectar a los niveles troficos
superiores (e.g., microzooplancton, nauplii de pogdés, etc.) (Keller et al., 1997; Mostajir
et al.,, 1999). Aunque en este estudio se obsene disminucion en la biomasa del
plancton heterotrofico (flagelados y dinoflagelgddsbido a la exposicion a la RUV, ésto
esta probablemente relacionado a los efectos negatirectos de la RUV. En resumen, la
combinacion de la eutrofizacion con los factoresuiagstudiados podria tener
consecuencias importantes sobre la estructura de ctamunidades planctonicas,
promoviendo cambios en la composicién de espegreselacion a lo anterior, Marcoval et
al. (2008) encontraron respuestas diferentes antdist tratamientos de nutrientes en
comunidades fitoplanctonicas expuestas a radiasodar durante una semana; en estas
comunidades, la composicion taxonomica fue afectawlamayor proporcion por los
tratamientos de nutrientes, que por la exposicidnRUV.

En los parrafos anteriores se consideraron lasuestgs particulares de los
principales grupos del plancton, que estan cieméeneelacionadas con la estructura de la
comunidad. El estudio de la comunidad en su tatd|idlemostré que la temperatura y la
RUV no producen cambios en la biomasa total (daosmostrados), pero si en la
estructura. Por ejemplo, la estructura de la codathfue afectada por la RUV tanto en su
riqueza especifica, como en su diversidad (estimamlael indice de diversidad de
Shannon-Weaver, Fig. 6.5). La RUV podria tener fette de exclusion de especies,
favoreciendo a las especies mas tolerantes eroetgo de competencia y excluyendo a
aquellas que son sensibles a la RUV; lo antericiceeflejado en riquezas especificas e
indices de diversidad mas bajos en las comunidadqasestas a la RUV en comparacion a
aquellas no expuestas a la RUV (Fig. 6.5). Estesltadlos son congruentes con los de
Xenopoulos & Frost (2009) que reportaron indicesligersidad de Shannon-Weaver mas
altos en comunidades de fitoplancton protegidaslad&kUV. Sin embargo, nuestros

resultados mostraron que no hubo correlacion émtleversidad especifica y los indices de
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diversidad en las comunidades expuestas a la RUmqgde la riqueza especifica se
mantuvo constante durante el experimento (e.dgnianto PAB bajo 28°C), el indice de
diversidad disminuyo0 a lo largo del tiempo, lo guebablemente se debid a la distribucion
0 abundancia relativa de las especies. Por lo,tlag@omunidades planctonicas expuestas
a la RUV fueron dominadas por pocas especies augigu@mero de taxones permanecio
sin cambios. Esto sugiere que ocurrieron mecanisgioogpensatorios, donde las especies
sensibles fueron reemplazadas por otras mas ttésrahfactor de estrés (Roy et al., 2006).
Algunos autores han sugerido que el incrementoaddiversidad especifica tiene un
impacto positivo en la eficiencia fotosintética, daal aumenta debido a un uso mas
eficiente de la radiacion, y lo anterior seriaegsiultado de la complementariedad de nichos
(Duarte et al.,, 2006; Tilman et al., 2001). Esteb&jo mostrd que las exposiciones
prolongadas a la RUV llevan a una disminucion dedilersidad especifica de las
comunidades tropicales, aunque no evalud la regpf@®sintética. Seria de esperar que
en un escenario de cambio climatico, las célulapatias en las capas superficiales debido
al calentamiento, disminuyeran su productividad.

En resumen, los resultados de este trabajo muesieaaunque las comunidades de
plancton tropical estan en general bien adaptadesnperaturas y niveles de RUV altos,
las diatomeas fueron afectadas negativamente pamednto de la temperatura. Asimismo,
nuestros resultados indican que bajo condiciongadiacion alta y prolongada, ocurririan
cambios en la estructura de la comunidad en tésmide diversidad especifica,
composicion taxonémica y distribucion de tamafos Recesario realizar mas
investigaciones para evaluar el impacto de estombicg en la productividad del

fitoplancton tropical asi como en otros componedeek red tréfica.
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CAPITULO 7. Conclusiones Generales
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7.1 PRUEBA DE HIPOTESIS PLANTEADAS

Este trabajo propuso como objetivo principal evaklaefecto combinado de la RUV y de
la temperatura sobre la fotosintesis y el crecitoiete especies fitoplanctonicas, y el
impacto de estas variables en la estructura dkasinidades fitoplanctdnicas presentes en
las regiones Patagonica y del Caribe. Para ellles#on a cabo experimentos con cultivos
monoespecificos y con comunidades naturales déréas de estudio. Estos experimentos
consistieron en exposiciones a la radiacion salaarde lapsos de tiempo cortos (horas) y
largos (dias). En algunos casos, para el estudior@yor detalle de algunos procesos y/o
mecanismos se realizaron exposiciones a luz @atifiEn particular, para cada objetivo
especifico se formuld una hipotesis de estudio. dhtinuacion, se presentan las

conclusiones basadas en los resultados que sdéebiual probar las hipotesis planteadas:

Hipdtesis 1 El aumento de la temperatura disminuye los efentmmtivos de la RUV a
corto plazo sobre la eficiencia fotoquimica (yiettl fotosistema Il (PSL)Esta hipotesis

no se rechaza.

» Entre las diatomeas de estudihaetoceros gracilisnostro ser mas tolerante a la
RUV queThalassiosira weissflogii

« Ambas especies mostraron mayor inhibicion del Righido a la RUV a la
temperaturan situ (18°C) que a la temperatura aumentada (23°C), efecto
antagonico entre la RUV y la temperatura para toldss tratamientos er.
weissflogij y sélo para algunos casos@ngracilis

* Por lo tanto, un potencial aumento de la tempemasuperficial oceanica, en
relacion con el cambio global, podria contrarrestampacto negativo de la RUV

en especial en la especie mas sensible.

Hipotesis 2 El aumento de la temperatura disminuye los efeotgmtivos de la RUV a
mediano plazo sobre el yield, en especial en lps@ss menos tolerantes a la RUV. Las
especies que tienen mecanismos de fotoprotec@d@glisnatan mejor a la radiacion y son

mas tolerantes a la RU\Esta hipotesiao se rechaza.

* La especie mas resistente a RUV, y que se aclimajdr a la exposicion a

radiacion prolongada fue el dinoflagelaBoorocentrum micansmientras que la
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primnesiofitalsochrysis galbandgue la mas sensible a la RUV. Por su lado, la
clorofita Dunaliella salinamostro una sensibilidad intermedia a la RUV.

El efecto positivo del aumento de la temperatuerfwy evidente eh galbana
gue presentd diferencias significativas entre fasamientos de temperatura: los
valores delield de la mafiana (%) fueron mas altos a temperatura aumentada que
a temperaturan situ, en especial en presencia de RUV. En esta especie
temperatura contrarrestd en parte el efecto irdribitde la RUV. ErD. saling el
efecto benéfico de la temperatura se observo duedgtinos dias, mientras gde
micansel aumento de temperatura no influyé en su respues

P. micansla especie mas tolerante a la RUV, fue la Unieagintetizd y presento
concentraciones altas de MAAs.

En un contexto de aumento de la temperatura so@riiceanica, las especies
menos resistentes a la RUV podrian ser beneficigdesntrarrestar en parte el
efecto negativo de la radiacion, mientras que $pe@es con capacidad de sintesis
de compuestos fotoprotectores no serian tan irfladas por los cambios de

temperatura.

Hipdtesis 3 La RUV produce cambios en la composicion taxondmiea la distribucion

de tamafnos dms comunidades plancténicas de la Region Patagphiaeia especies mas

resistentes y de mayor tamafista hipotesise rechaza.

En las comunidades planctonicas de la PatagonRRUM no ocasiona por si sola
efectos evidentes en la composicion taxondmicannadlistribucion de tamanos,
sino que la composicion inicial es uno de los feedaleterminantes en el potencial
efecto del PAR y de la RUV sobre la estructuraadeoimunidad planctonica.

Hipdtesis 4 La interaccion de la temperatura con la RUV afegttarecimiento de algunas

especies, lo que resulta en un cambio en la estractelas comunidades plancténicas del

Caribe hacia especies de menor tamaBeta hipotesigo se rechaza.

Los efectos combinados de la RUV-temperatura fu@amticularmente negativos
en especimenes grandes de diatomeas t@pimcylindrussp. yAmphorasp., los

que contribuyeron a una proporcion importante dadaasa de diatomeas durante
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la Ultima parte del experimento a temperatarsitu. M&s aun, la riqueza especifica
de las diatomeas disminuy0 debido a la interacBiIOW-temperatura. En cambio,
la temperatura beneficié a los flagelados pequegfd® pm) y en particular

favorecio el aumento de clorofitas pequeiias.

Cabe esperar que, bajo un escenario de cambioticamacurrirdn cambios en la
estructura de la comunidad planctonica en térmiu®gliversidad, composicion

taxondmica y distribucion de tamafios, siendo latodieas el grupo mas afectado.

7.2 PERSPECTIVAS DE LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

A modo de cierre, se plantean algunas lineas futlganvestigacion que se desprenden de

los resultados obtenidos en esta tesis:

La respuesta fotosintética a la RUV y temperatwagpecie-especifica y se ve
afectada no soOlo por la irradiancia y la tempeeatwuperficial oceéanica
caracteristicas de la época del afio y de la lemafm geogréfica (i.e., latitud y
altitud), sino también por otras condiciones antailes como la intensidad de
mezcla de la columna de agua. Lo anterior condiclarprofundidad de la capa de
mezcla superficial (CMS), lo que a su vez influye la cantidad y calidad de
radiacion que reciben las células. Por lo tantonexsesario realizar estudios que
consideren la interaccion de la radiacion, la teaipea y la mezcla de la columna
de agua para comprender de manera mas complefotiasciales respuestas de
especies del fitoplancton en un escenario de caghibbal.

Uno de los principales efectos combinados de la Bé la temperatura son los
cambios en la estructura de las comunidades plaiceg) Lo anterior tiene
importantes consecuencias en la disponibilidadn#gegéa en la red tréfica, ya que
tanto la distribucion de especies y tamafios, sefelctores principales que influyen
en la probabilidad de depredacion. El funcionansiede comunidades de
consumidores con diferentes fuentes de carboncoasd su respuesta a la RUV y
a la temperatura, sera diferente. A partir de teréor, queda por evaluar el impacto
de los cambios en la estructura de la comunidatcgiaica en otros componentes
de la red trofica. Para ello es necesario realirs investigaciones que se enfoquen

no so6lo en los efectos directos de los cambiosaa@structura de las comunidades
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de los productores sobre la de los consumidoresy en los indirectos, i.e.,
variacion de la respuesta de los consumidoresiablas de estrés como la RUV y

la temperatura.
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