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Figura 5.3.10. Cluster para la distribucion y abundancia de las especies dominantes para las
estaciones de la regién de Magallanes en el periodo entre marzo de 2018 y febrero de 2019.
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Figura 5.5.1. a) Rosas de viento observada y b) del modelo WRF. Series de tiempo modeladas y
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Figura 5.5.2. Series de tiempo filtradas (coseno Lanczos) con periodo de corte de 40 h. de salinidad
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observado y (b) modelada.
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Figura 5.5.15. Rosa de viento de estacion Meteoroldgica Melinka (convenciéon meteorolégica). A lo
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temperatura (°C) y b) salinidad.
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temperatura (°C), b) oxigeno (mL-").

Figura 5.5.30. Perfiles verticales de los nutrientes (izquierda), variables oceanograficas (centro) y
distribucién de las especies nocivas (derecha) durante el crucero de octubre de 2018.

Figura 5.5.31. Perfiles verticales de los nutrientes (izquierda), variables oceanogréficas (centro) y
distribucion de las especies nocivas (derecha) durante el crucero de noviembre de 2018.

Figura 5.5.32. Perfiles verticales de los nutrientes (izquierda), variables oceanograficas (centro) y
distribucién de las especies nocivas (derecha) durante el crucero de diciembre de 2018.
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Figura 5.5.33. Perfiles verticales de los nutrientes (izquierda), variables oceanograficas (centro) y
distribucion de las especies nocivas (derecha) durante el crucero de enero de 2019.

Figura 5.5.34. Perfiles verticales de los nutrientes (izquierda), variables oceanograficas (centro) y
distribucion de las especies nocivas (derecha) durante el crucero de febrero de 2019.

Figura 5.6.1. Anomalias estandarizadas de la variable bioldgica (Dinophysis acuminata) y su
correlacion con indice de evento a gran escala (en este caso la combinacion del MEI y ODP) para las
zonas de Los Lagos Norte y Aysén Sur.

Figura 5.6.2. Anomalias estandarizadas de la variable biolégica (Alexandrium catenella) y su
correlacion con indice de evento a gran escala (en este caso la combinacion del MEI y ODP) para las
zonas de Los Lagos Sur y Aysén Norte.

Figura 5.6.3. Anomalia estandarizada anual del MEI y presion atmosférica de la ciudad de Punta
Arenas (PresAt PA).

Figura 5.6.4. Anomalia estandarizada anual de las abundancias relativas de A. catenella por area
geogréfica norte, centro y sur (AR_N, C, S respectivamente), y presion atmosférica de la ciudad de
Punta Arenas.

Figura 5.6.5. Anomalia estandarizada trimestral de la AR de A. catenella y anomalia anual del indice
AAOQ para el periodo de estudio.

Figura 5.6.6. Toxicidad promedio trimestral de VPM para las estaciones representativas de cada area
geografica para el periodo de estudio. La linea transversal negra indica el limoite de toxicidad (80 g
STX eq.100 g-1) en los moluscos para su consumo humano.

Figura 5.6.7. Niveles de AR de D. acuta durante 22 afios de monitoreo: 1996-2017, y porcentajes de
cobertura geogréafico durante el periodo de estudio.

Figura 5.6.8. Niveles de AR durante 12 afios de monitoreo: 2006-2017, y porcentajes de presencia
anual durante el periodo de estudio, para las microalgas D. acuminata (superior) y P. reticulatum
(inferior).

Figura 5.6.9. Porcentajes de abundancia relativa (AR) por nivel (curvas de colores y area anaranjada
palido, eje izq.), y porcentaje de presencia anual (columnas azules, eje der.) de las microalgas
productoras de toxinas lipofilicas (TL): D. acuta, D. acuminata y P. reticulatum, y de la especie
productora de toxina paralizante, A. catenella, durante los respectivos periodos de estudio.
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Figura 5.6.10. Porcentajes de cobertura geografica (curvas grises, eje vertical derecho) de: D. acuta,
D. acuminata, P. reticulatum y A. catenella. También se indica el promedio porcentual de cobertura
(prom= %), de tres de las microalgas: D. acuminata, P. reticulatum y A. catenella, para los ultimos 8,
5y 8 afios, respectivamente.

Figura 5.6.11. Composicion de toxinas paralizantes (%fmol) en las estaciones de canal Puyuhuapi (1-
2-3-4-5), Jacaf (7-8-9-10) y Moraleda (11-12-13 y 14).

Figura 5.6.12. Contenido de toxinas paralizantes (fmol cel') en las estaciones de canal Puyuhuapi
(A22, A20, A19, SMy A16N1), Jacaf (A17, A15, A14) y Moraleda (E2, E3, E4, E5 y E6).

Figura 5.6.13. Contenido de toxina (fmol cell') en poblaciones naturales de A. catenella de los canales
Puyuhuapi, Jacaf y Moraleda como una funcién de la temperatura y salinidad.

Figura 5.6.14. Especies de dinoflagelados de los géneros Karenia, Azadinium y Amphidoma
registrados en el sur de Chile. (a) Karenia cf. mikimotoi. (b) Karenia cf. selliformis. (c) Karenia
bicuneiformis. (d) Karenia cf. papilionacea. (e) Karenia cf. brevis. (f) Karenia cf. brevisulcata. (g)
Karenia sp. (h) Azadinium cf. spinosum, (i) Azadinium cf. poporum. (j) Azadinium cf. obesum. (k)
Azadinium sp. (I) Amphidoma cf. parvula. Asterisco: nucleo. Cabeza de flecha: espina antapical.
Flecha: pirenoide. Barras de escala: a-g, 10 um; h=I, 5 ym.

Figura 5.6.15. Filogenia de maxima probabilidad derivada de secuencias nucleares parciales de LSU
(region D1-D2). Los valores de soporte se muestran en cada rama: bootstrap aLRT / ML (arriba) y
probabilidad Bayesiana posterior (abajo).

Figura 5.6.16. Microscopia electrénica de barrido (SEM). A) Célula ovoide con un flagelo largo
dirigido hacia adelante (flecha) en cultivo a 35 psu, B) célula esférica con mucocistos en la periferia
de la célula (flecha) en cultivo a 25 psu y C) grupo de células interconectadas por delgados
filamentos mucilaginosos (flechas).

Figura 5.6.17 Curvas temporales de crecimiento celular de cultivos de P. verruculosa en 5 tratamientos
de salinidad. Los simbolos representan la media y las barras de error la desviacion estandar de los
recuentos de células por triplicado.

Figura 5.6.18. Citotoxicidad de Pseudochattonella, dependiente de la concentracion de células en
tratamientos con sobrenadante y celulas lisadas (a 25y 35 psuy a 1y 5 dias de cultivo), medida en
base a la respuesta de viabilidad celular de la linea RTgill-W1. Los simbolos representan la media y
las barras de error la desviacion estandar de la viabilidad celular de las mediciones por cuadruplicado.
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Figura 5.6.19. A) Curva de PCR obtenida en base a diluciones seriadas en diferentes cepas del género
Alexandrium. B) Curva de melting unimodal realizada a partir de transformacién logaritmica de los
valores de la figura A. C) Curva estandar para determinar eficiencia de los marcadores disefiados.
Figura 5.6.20. Expresion relativa del gen 28S en dos cepas de A. catenella y A. ostenfeldii.

Figura 5.6.21. Comparacién de la abundancia relativa obtenida por microscopia y lo obtenido por
gqPCR en A. catenella y A. ostenfeldi, durante el mes de febrero 2019.

Figura 5.6.22. Quistes de resistencia de dinoflagelados registrados en sedimentos superficiales de las
regiones de Los Lagos, Aysén, y Magallanes. (a) Alexandrium catenella. (b) Alexandrium ostenfeldlii.
(c) Protoceratium reticulatum. (d) cf. Lingulodinium polyedrum. () Gonyaulax cf. spinifera. (f)
Gonyaulax cf. ramosus. (g) Gonyaulax cf. mirabilis. (h) Pentapharsodinium dalei. (i)
Pentapharsodinium tyrrhenicum (j) Scrippsiella trochoidea. (k) Scrippsiella patagonica. (l) Scrippsiella
sp. (m) Dissodinium pseudolunula. (n) Archaeperidinium minutum. (f) Echinidinium aculeatum. (o)
Protoperidinium americanum. (p) Protoperidinium avellana. (q) Protoperidinium claudicans. (r)
Protoperidinium conicoides. (s) Protoperidinium conicum. Escala: 10 um.

Figura 5.6.23. Quistes de resistencia de dinoflagelados registrados en sedimentos superficiales de las
regiones de Los Lagos, Aysén, y Magallanes. (t) Protoperidinium nudum. (u) Protoperidinium
denticulatum. (v) Protoperidinium excentricum. (w) Protoperidinium leonis. (x) Protoperidinium
pentagonum. (y) Protoperidinium subinerme. (z) Protoperidinium tricingulatum. (aa) Protoperidinium
spp. (bb) Protoperidinium sp. 2. (cc) Protoperidinium sp. 4. (dd) Protoperidinium sp. 5. (ee)
Protoperidinium sp. 6. (ff) Protoperidinium sp. 8. (gg) Polykrikos schwartzii. (hh) Polykrikos kofoidii. (ii)
Polykrikos sp. 1. (j) Polykrikos sp. 2. (kk) Preperidinium meunieri. (ll) Diplopsalopsis ovata. (mm) cf.
Ensiculifera carinata. Escala 10 um.

Figura 5.6.24. Quistes de resistencia de dinoflagelados registrados en sedimentos superficiales de las
regiones de Los Lagos, Aysén, y Magallanes. (nn) Niea acanthocysta. (fifi) No identificado 1. (00) No
identificado 2. (pp) No identificado 4. (qq) No identificado 6. (rr) No identificado 8. (ss) No identificado
9. (i) No identificado10. (uu) No identificado 12. (v y ww) No identificado 13. (xx) No identificado 14.
(yy) No identificado 15. (zz) No identificado 19. (aaa) No identificado 20. (bbb) No identificado 23. (ccc)
No identificado 24. (ddd) No identificado 26. (eee) No identificado 27. (fff) No identificado 28. Escala
10 pm.

Figura 5.6.25. Quistes de resistencia de dinoflagelados registrados en sedimentos superficiales de las

regiones de Los Lagos, Aysén, y Magallanes. (ggg) No identificado 30. (hhh) No identificado 31. (iii)
No identificado 33. (jjj) No identificado 34. Escala 10 pum.
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norte, y de AR de A. catenella por sitio de muestreo dentro de la misma area.
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Tabla 5.6.8. Grado de correlacion y significancia de la anomalia anual estandarizada de la presion
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por area geografica y por sitio de muestreo.

Tabla 5.6.9. Grado de correlacion y significancia entre las anomalias anuales estandarizadas de la
AAOQ y la presion atmosférica en Punta Arenas (PresAt PA), y con la anomalia estandarizada anual y
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Tabla 6.10 Grado de correlacion y significancia entre las anomalias anuales estandarizadas de AR de
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ANEXO 1. SUB-PROGRAMA DE MONITOREO REGULAR: estaciones de monitoreo entre marzo 2018
y febrero de 2019 en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes, incluyendo cédigo, topdnimo,
sectorizacion, transvector, institucion requirente y coordenadas geogréficas.

ANEXO 2. SUB-PROGRAMA DE VIGILANCIA Y FISCALIZACION: estaciones de monitoreo entre marzo
2018 y febrero de 2019 en las regiones de Los Lagos y Aysén, incluyendo codigo, toponimo, sectorizacion,
transvector, institucion requirente y coordenadas geogréficas.
ANEXO 3. SUB-PROGRAMA DE RAUL MARIN BALMACEDA: estaciones de monitoreo entre marzo
2018 y febrero 2019 en un sector de la region de Aysén, incluyendo codigo, topénimo, sectorizacion,
transvector, institucion requirente y coordenadas geogréficas.

ANEXO 4. indice informe final manejo y monitoreo de las mareas rojas en las regiones de Los Lagos,
Aysén y Magallanes. Etapa Xl 2018 — 2019.

ANEXO 5. Restmenes asistencia congresos.
ANEXO 6. Conferencias.
ANEXO 7. Publicaciones.

ANEXO 8. Cursos y talleres de capacitacion de actualizacion especializada.

ANEXO 9. Taller de finalizacion.
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RESUMEN EJECUTIVO

Este documento corresponde al texto del informe final del estudio Programa Manejo y Monitoreo de
las mareas rojas en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes XII Etapa, 2018-19. El estudio es
financiado, en su mayor parte, por el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo (MINECON)
cubriendo todas las actividades, muestreos, analisis e interpretacion de los resultados; el analisis de
toxinas en mariscos es solventado por el Ministerio de Salud (MINSAL) y realizado en los laboratorios
de las Secretarias Regionales de Salud ubicados en Puerto Montt, Aysén y Punta Arenas. El trabajo
de esta etapa fue iniciado en marzo de 2018 y se extendio hasta febrero de 2019. Al igual que en la
etapa previa, el trabajo se abord6 por subprogramas segun las areas geograficas, sus complejidades
y los aspectos que alli se desea cautelar, adaptando en consecuencia, las frecuencias de muestreo y
distribucidn de las estaciones segun las caracteristicas particulares de cada sector. Bajo este criterio
el estudio estuvo estructurado en 3 subprogramas: a) Monitoreo Regular (baja frecuencia, muestreo
cuasi mensual); b) Monitoreo de Vigilancia y Fiscalizacion; y ¢) Monitoreo de Raul Marin Balmaceda
(los dos ultimos de alta frecuencia; muestreo cuasi cada 10 dias).

El objetivo general es disponer de un sistema oportuno de muestreo, deteccién y cuantificacion
periddico del Veneno Paralizante de los Mariscos (VPM), Veneno Diarreico de los Mariscos (VDM) y
Veneno Amnésico de los Mariscos (VAM), ademas de las especies de microalgas nocivas fuentes
primarias de las toxinas (Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuta, D. acuminata,
Protoceratium  reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima,
respectivamente) adecuado a la realidad geogréfica de las regiones de Los Lagos, Aysén del General
Carlos Ibafiez del Campo (en adelante Aysén) y Magallanes y Antartica Chilena (en adelante
Magallanes).

El estudio incluye ocho objetivos especificos, los primeros cuatro orientados al monitoreo propiamente
tal, que incluyen actividades para seguir las variaciones de la toxicidad en mariscos de las toxinas
paralizante, lipofilicas y amnésica (objetivo 1), de la distribucién y abundancia de los taxones nocivos
(objetivo 2), el fitoplancton total, tanto cualitativo como cuantitativo (objetivo 3), ademas de recolectar
informacion hidrografica y meteorolégica en cada uno de los puntos en donde se recolecta informacion
bioldgica, incorporando estimaciones de la concentracion de nutrientes (objetivo 4); se ha continuado
con la modelacion de la distribucion y abundancia de A. catenella en el fiordo Puyuhuapi y canal Yacaf,
region de Aysén, junto con el desarrollo de estudios en condiciones de laboratorio ligados a este
compromiso (objetivo 5); asimismo se ha continuado con el andlisis de los datos generados por el
programa desde mayo de 2006, profundizando los resultados logrados desde 2014 (objetivo 6) y que
se entregan en los informes finales de las etapas VIII, IX, X y XI; se han mantenido los criterios de
distribucion de la informacién incorporados en la etapa previa, usando distintas herramientas
tecnoldgicas, (objetivo 7); finalmente, al igual que en etapas previas se realizara un seminario de
difusién de resultados, abarcando el lapso entre mayo de 2006 y febrero de 2019; sin perjuicio de la
presentacion de resultados en conferencias, seminarios, simposio, y otras instancias de oportunidad
en que ha sido necesario mostrar las tendencias y resultados ligados principalmente a Alexandrium
catenella y toxina paralizante (objetivo 8).

1

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.



7o\t

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

Una sintesis de las conclusiones alcanzadas es la siguiente. En el periodo marzo 2018 - febrero de
2019 correspondiente a la XIl etapa de este estudio, se detectaron floraciones de Alexandrium y
Dinophysis, en distintos sectores del area de estudio, destacando las floraciones de A. catenella que
afectaron la region de Aysén y el sureste de Chiloé y areas norte (Provincia de Ultima Esperanza) y
sur (canal Beagle) de la regién de Magallanes.

Las floraciones de Dinophysis, tanto de D. acuta como D. acuminata, se observaron en distintos
sectores del area de estudio, principalmente en las regiones de Aysén y de Los Lagos, en forma
persistente y prolongada. Estas floraciones deben ser abordadas con mayor profundidad, dado que
han aumentado en intensidad y por sus implicancias en la salud publica.

En ambas floraciones (Alexandrium y Dinophysis) las condiciones climatico oceanograficas son
relevantes para entender la distribucion y abundancia de estas microalgas, pero con efectos distintos
en cada caso.

El programa permitié entregar a la autoridad informacion pertinente, oportuna y confiable sobre los
niveles de abundancia relativa de los taxones nocivos para la adopcion de las medidas que protejan
la salud publica y minimicen los impactos sobre las actividades productivas. No hubo casos fatales
asociados a toxina paralizante y la autoridad pudo proteger apropiadamente la salud publica. El grado
de madurez y comprensién de la informacion que genera el programa, junto con las capacidades de
modelacion de dispersion de particulas, han mejorado sustancialmente los prondsticos para el extremo
sureste de la isla de Chiloé. Las condiciones meteoroldgicas registradas entre mediados de diciembre
de 2018 y febrero de 2019, determinaron que la floracion de A. catenella iniciada en el norte Aysén no
se proyectara con la intensidad observada en la etapa previa, ello particularmente como consecuencia
de la intensidad y direccion de los vientos del sur. Estos vientos transportan masas de agua desde el
extremo norte de Aysén hacia el sureste de Chiloé, entre otros sectores, y determinan la distribucién
y abundancia de esta microalga en ese sector, y consecuente de los niveles de toxina paralizante en
los mariscos.

Los progresos logrados han permitido mejorar la comprensién en condiciones de laboratorio entre
temperatura, salinidad y tasas de crecimiento de A. catenella, ademas de las condiciones de borde del
modelo, de forma que la distribucion y abundancia de estas microalgas esta siendo modelada con un
mejor ajuste respecto de lo observado en el ambiente.

Durante el desarrollo del objetivo 6 se han realizado distintos analisis de la informacion recopilada por
el programa, la cual se inicid durante el 2014 abarcando en una primera etapa los antecedentes
disponibles desde mayo 2006. Estos analisis se han continuado realizando en etapa sucesivas del
programa haciendo énfasis en aspectos que permitan identificar las variables ambientales que
determinan cambios en la ocurrencia temporal y en la distribucion espacial de las Floraciones de Algas
Nocivas. Durante esta Etapa Xl del programa, el analisis de la base de datos disponible se ha centrado
en el estudio del efecto de la variabilidad de las condiciones atmosféricas-oceanograficas sobre las
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distintas especies de microalgas nocivas contempladas en el programa. Ademas, de manera similar a
lo reportado en etapas anteriores del programa, en este objetivo 6 se han incluido estudios generados

de manera excepcional durante el periodo contemplado en esta Etapa XlI, los cuéles no ha sido
informados previamente y que resultan del acercamiento del programa hacia aspectos considerados
como brechas de investigacion y uso de herramientas analiticas nuevas, con el objetivo de ampliar el
conocimiento de las FANs su ocurrencia y dindmica de desarrollo y el impacto asociado a la salud
publica y las actividades economicas. Entre estos topicos se encuentran: toxinas paralizantes en
poblaciones naturales, especies nocivas emergentes, técnicas moleculares para la deteccion de
dinoflagelados y quistes de resistencia de dinoflagelados.

La difusién de la informacion sobre la abundancia y distribucién de los taxones nocivos continua
orientada a distintos publicos objetivo, usando distintas herramientas tecnologicas (reportes
periddicos, pagina web, Twitter, Facebook, App movil, entre otros). Se han mantenido los mensajes
oportunos, confiables y sintéticos, para que la autoridad pueda adoptar las medidas pertinentes.
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1. INTRODUCCION

Este documento constituye el informe final del estudio Programa de Manejo y Monitoreo de las Mareas
Rojas en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes XII etapa 2018-19, correspondiente al
periodo marzo 2018 - febrero 2019.

Las secuelas derivadas de las intensas floraciones ocasionadas por Pseudochattonella verruculosa y
Alexandrium catenella durante el verano y otofio de 2016, respectivamente, asociadas a una notoria
perturbacion sobre el entorno social y econdmico de la regién de Los Lagos, unidas las frecuentes y
recurrentes proliferaciones de microalgas nocivas y brotes toxicos de mariscos en el sistema estuarino
de fiordos y canales, han tornado imprescindible implementar un sistema de deteccion confiable y
oportuno, de las microalgas nocivas y de las toxinas involucradas, ademas de las condiciones
ambientales asociadas, a fin de contar con una alerta temprana para usuarios relacionados con la
extraccién de mariscos filtradores y carnivoros, como también para mejillones de cultivo. Desde luego
ello tiene relevancia para la salud publica, pero también tiene importancia para minimizar los impactos
sobre actividades productivas como la pesca, la acuicultura y el turismo.

También es necesario disponer de informacion acerca de la distribucion y abundancia de Alexandrium
catenella dado que la legislaciéon y normativa vigente, permite definirla como especie plaga FAN
(Floracion Algal Nociva), y por lo mismo, en determinados sectores, se debe disponer de informacion
para administrar la navegacion de embarcaciones “wellboats”, dada la potencialidad de trasladar la
forma vegetativa y/o los quistes de esta microalga desde sectores calificados como area plaga hacia
aquellos que no han sido declarados como tal.

El Programa de Manejo y Monitoreo de las Mareas Rojas en las regiones de Los Lagos, Aysén y
Magallanes, es una actividad de caracter permanente, desarrollada a través de etapas anuales. Entre
marzo de 2018 y febrero de 2019 se ha ejecutado la duodécima etapa 2018-19 de este programa, en
cuanto a la recoleccion de informacion de terreno. Al igual que en etapas previas, desde 2013, se
contempla un muestreo diferenciado por subprogramas segun las necesidades en las distintas areas
geograficas consideradas, sus complejidades y los aspectos que alli se desea cautelar, adaptando en
consecuencia, las frecuencias de muestreo y distribucion de las estaciones de acuerdo a las
caracteristicas particulares de cada sector. Bajo este criterio el estudio estd estructurado en 3
subprogramas: a) Monitoreo Regular (baja frecuencia; muestreo cuasi mensual); b) Monitoreo de
Vigilancia y Fiscalizacién; y ¢) Monitoreo de Raul Marin Balmaceda (los dos ultimos de alta frecuencia;
muestreo cuasi cada 10 dias). El detalle y caracteristicas de cada subprograma se entregan en la
metodologia por objetivos.

El estudio incluye ocho objetivos especificos, los primeros cuatro orientados al monitoreo propiamente
tal, que incluyen actividades para seguir las variaciones de la toxicidad en mariscos de las toxinas
paralizante, lipofilicas y amnésica (objetivo 1), de la distribucién y abundancia de los taxones nocivos
(objetivo 2), el fitoplancton total, tanto cualitativo como cuantitativo (objetivo 3), ademas de recolectar
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informacion hidrografica y meteorologica en cada uno de los puntos de muestreo, manteniendo las
estimaciones de la concentracion de nutrientes, esta Ultima actividad incorporada durante la etapa
previa (undécima etapa del programa correspondiente al periodo 2017-18 (objetivo 4); asi mismo se
ha continuado con la modelacion de la distribucion y abundancia de A. catenella en el fiordo Puyuhuapi
y canal Yacaf, region de Aysén, junto con el desarrollo de estudios en condiciones de terreno y
laboratorio ligados a este compromiso (objetivo 5); también se ha continuado con el analisis de los
datos generados por el programa desde mayo de 2006, profundizando los resultados logrados desde
2014 (objetivo 6) y que fueron entregados en los informes finales de las etapas VIII, IX, X'y XI; en esta
ocasién se ha continuado con la distribucidn de la informacidn segun las adecuaciones incorporadas
en la etapa previa, usando distintas herramientas tecnoldgicas, orientadas a grupos selectos (objetivo
7); finalmente, al igual que en etapas previas se ha realizado un seminario de difusion de resultados,
abarcando el lapso entre mayo de 2006 y febrero de 2019, ademas de presentar contribuciones en
conferencias, seminarios, simposios, y otras actividades de oportunidad que requerian mostrar el
conocimiento logrado con este programa (objetivo 8).

El programa es financiado en su mayor parte por el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo y en
menor grado por el Ministerio de Salud, en lo que se refiere al anlisis de toxinas en mariscos.

Las tablas y figuras estan numeradas en forma correlativa dentro de cada objetivo especifico, pero

precedidas por el numero del objetivo a que estan vinculadas. En los anexos la numeracion es sélo
correlativa y no esta vinculada a ningun objetivo.
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2. ANTECEDENTES

En las ultimas cinco décadas se ha apreciado, a escala mundial, un incremento aparente en la frecuencia,
cobertura geografica e intensidad de los eventos conocidos como mareas rojas y que técnicamente son
denominadas Floraciones de Algas Nocivas (FAN) (sensu UNESCO, 1996). Chile no ha estado ajeno a la
presencia de estos eventos, particularmente en su extremo sur austral. Aunque no ha sido confirmado,
pareciera que para la macro region que abarca desde Los Lagos hasta Magallanes, este incremento no
seria aparente y que corresponderia a un cambio real.

Las FAN corresponden a una proliferacién, en ambientes acuaticos, de algas microscopicas que pueden
causar la muerte masiva de peces y una gran variedad de otros organismos, contaminar los mariscos con
toxinas, y alterar los ecosistemas, de manera que los seres humanos las perciban como dafiinas o nocivas
(GEOHAB, 2001). Los impactos que ocasionan sobre el hombre y sus actividades, incluyen intoxicaciones
por consumo de mariscos, que pueden ser fatales; mortandades masivas de organismos marinos en el
ambiente natural y en sistemas de crianza o engorda; alteraciones de los habitats costeros, y por ende,
perturbaciones en los sistemas social y econdmico.

Los problemas crecientes que imponen las FAN y sus efectos son abordados tanto a través de acciones
operacionales como desarrollando investigacién cientifica. Las primeras fortalecen la prevencién, para
proteger la salud publica y disminuir los trastornos en los sectores productivos o los efectos ambientales por
la ampliacién de la distribucion geografica de microalgas nocivas, en tanto que las segundas permiten
mejorar el nivel de conocimiento y comprension de estos fendomenos. Entre las acciones operacionales se
incluyen los monitoreos, y otras actividades orientadas a fortalecer la prevencion segun la acepcién de
Guzman et al. (2004) (i.e. capacitacion, difusion y educacion), que apuntan a entregar informacion, capacitar
y educar a grupos selectos y a la comunidad en general, en torno a los aspectos claves de estos fenémenos
naturales y orientados hacia el desarrollo de habilidades especificas segun la profesion, oficio o funcion de
las personas y al desarrollo de conductas responsables de la comunidad en general, en funcién de las
medidas que debe adoptar la autoridad en areas que son afectadas por floraciones y/o brotes toxicos.

En general la inexistencia de antidotos para las toxinas que producen algunas microalgas, la falta de
tecnologias para controlar las floraciones en el ambiente o para eliminar las toxinas de los mariscos, las
perturbaciones que provocan en los sistemas social y econémico, y la carencia de modelos que permitan
predecir la aparicion, duracidn y lugar de ocurrencia de estas floraciones, obligan a fortalecer la prevencién,
cuya fuente de informacién primordial son los programas de monitoreo.

Un programa de monitoreo es una actividad sistematica en el espacio y tiempo, que permite disponer de
informacién sobre las tendencias naturales de determinadas variables que pueden ser utilizadas como
indicadoras de cambio ambiental y eventualmente indicadoras de riesgo para la salud publica y las
actividades productivas (Guzman et al., 2010), con la finalidad de que la autoridad pueda adoptar medidas
para proteger la salud publica y/o cautelar aspectos ambientales, como lo es el minimizar los riesgos de
trasladar la forma vegetativa o los quistes de A. catenella desde un érea declarada plaga FAN a otra que no
esté considerada como tal.
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La macro zona sur austral del pais, que incluye las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes, durante
varios afios ha sido afectada por floraciones de algas nocivas asociadas a toxinas marinas afectando la
salud publica y las actividades economicas y sociales, particularmente aquellas ligadas a la pesca,
acuicultura y al turismo. La primavera y verano de 2018-2019 aunque mostraron floraciones de A. catenella
en distintos sectores del area de estudio, en esta oportunidad no se apreciaron efectos marcados como los
registrado en 2016 y 2018, particularmente en el sureste de Chiloé como consecuencia de la intensidad de
la floracidn en el norte de la regidn de Aysén, y las condiciones meteoroldgicas (e.g. intensidad y direccion
del viento).

En Chile, la preocupacion en torno a las floraciones de algas nocivas ha estado centrada en proteger la salud
publica, y consecuentemente minimizar los impactos sobre las actividades productivas. Ademas, para los
temas de pesca y acuicultura, el Reglamento sobre Plagas Hidrobiolégicas (Decreto Supremo N° 345 de
2005 y sus modificaciones D.S. N° 239 de 2010, del Ministerio de Economia), que entr6 en vigencia el 17
de diciembre de 2007, le otorga a la autoridad atribuciones para adoptar medidas frente a determinados
eventos que son calificados como plagas. Se entiende por plaga hidrobiolégica o plaga, la poblacion de una
especie hidrobioldgica que por su abundancia o densidad puede causar efectos negativos en la salud
humana, en las especies hidrobioldgicas o en el medio, originando detrimento de las actividades pesqueras
extractivas o de la acuicultura y pérdidas econémicas. Consecuentemente la autoridad pesquera debe
regular las actividades y medidas destinadas a prevenir, controlar y propender a la erradicacion de
organismos que constituyen o pueden llegar a constituir plagas hidrobiologicas.

La entrada en vigencia del reglamento sobre Plagas Hidrobiologicas y sus modificaciones, entrega a la
autoridad la responsabilidad de velar sobre la oportuna deteccion de plagas hidrobioldgicas para aislar su
presencia y evitar su propagacion, entre otras medidas. Es en este sentido y con motivo de vigilar el area
FAN declarada en el 2009 bajo R. Ext. N° 177 y modificada en el 2012 por R. Ex. N°2826, que desde el afio
2006 en el pais se mantiene un Programa de Monitoreo de las Mareas Rojas en las regiones de Los Lagos,
Aysén y Magallanes. Este es ejecutado por el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), en coordinacion con
la Secretaria Regional Ministerial de Salud de las tres regiones administrativas que considera este estudio,
para el andlisis de mariscos evaluando la presencia y cantidad de tres complejos de toxinas marinas. Este
monitoreo provee de informacion para la toma de decisiones de la autoridad, ademas de alimentar una base
de datos sobre la dindmica de distribucion y abundancia de las principales especies de microalgas nocivas
que se encuentran en las regiones citadas. Por este motivo es necesario contar con un registro continuo de
las variables monitoreadas a fin de analizar desde una perspectiva temporal estos eventos.

La finalidad de un programa de monitoreo, es disponer de antecedentes confiables y oportunos para adoptar
medidas precautorias a la salud publica y reducir los trastornos sobre las actividades productivas (i.e. pesca,
acuicultura, turismo). En este contexto, el concepto prevencion esta ligado al desarrollo de capacidades para
proteger a las personas y sus actividades sociales y economicas, lo cual esta orientado a prevenir los efectos
provocados por las FAN (Guzman et al., 2004), a diferencia de la acepcion que califica prevencion como las
acciones para impedir que ocurran las FANs o que impacten directamente algun recurso (sensu Boesch et
al., 1997; Anderson, 2004). En este contexto la distribucion de la informacion producida por el programa, es
un aspecto central, y por lo mismo continta siendo orientada a distintos publicos objetivo, siendo el primero
el presentado por la autoridad competente.
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OBJETIVOS

3.1

3.2

1.

Objetivo general

Disponer de un sistema oportuno de muestreo, deteccién y cuantificacién periédico del
Veneno Paralizante de los Mariscos (VPM), Veneno Diarreico de los Mariscos (VDM) y
Veneno Amnésico de los Mariscos (VAM), ademés de las especies de microalgas nocivas
fuentes primarias de las toxinas (Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuta, D.
acuminata,  Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf.
pseudodelicatissima, respectivamente) adecuado a la realidad geografica de las regiones de
Los Lagos, Aysén y Magallanes.

Objetivos especificos

Vigilar las variaciones espacio temporales del VPM, VDM y VAM en transvectores selectos
en una red de estaciones que cubra representativamente los sectores que comprenden los
subprogramas de Monitoreo Regular, Monitoreo de Vigilancia y Fiscalizacién, y Monitoreo
de Raul Marin Balmaceda.

. Conocer la abundancia y distribucién espacio temporal de Alexandrium catenella, A.

ostenfeldii, Dinophysis acuta, D. acuminata, Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf.
australis y P. cf. pseudodelicatissima, en la sefialada red de estaciones.

. Conocer la abundancia y distribucién espacio temporal de especies que componen el

fitoplancton en la red de estaciones de estudio.

Recolectar informacién oceanografica (e.g. temperatura, salinidad, nutrientes) vy
meteoroldgica (e.g. temperatura, nubosidad, viento) en las estaciones de monitoreo de las 3
regiones.

Registrar variables oceanogréficas y bioldgicas en zonas representativas del area de estudio
para continuar la modelacién fisico-bioldgico de Alexandrium catenella.

. Continuar con el analisis interpretativo iniciado en 2014 de la base de datos disponible desde

mayo de 2006, segregando por complejo tdxico y fitoplancton nocivo asociado y en
correspondencia con las variables bioticas y abidticas disponibles.

Mantener la distribucidn de la informacion generada por el programa orientada a la autoridad
y a todo publico.

Realizar un taller de presentacion de resultados (mayo 2006 — febrero 2019), con énfasis en
los resultados obtenidos durante la etapa XIl, sin perjuicio de comprometer la presentacion
de trabajos indistintamente en seminarios, congresos, conferencias, simposios Yy/o
publicacion de articulos cientificos.
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4. METODOLOGIA

La metodologia se presenta por objetivo especifico y la base de datos que sustenta los objetivos 1-4
son informados con el formato requerido por la Subsecretaria de Pesca.

4.1 Metodologia Objetivo Especifico 1

1. Vigilar las variaciones espacio temporales del VPM, VDM 'Y VAM en transvectores selectos en una
red de estaciones que cubra representativamente los sectores que comprenden los subprogramas
de Monitoreo Reqular, Monitoreo de Vigilancia y Fiscalizacion, y Monitoreo de Raul Marin
Balmaceda.

Estaciones y frecuencia de muestreo.

El area de trabajo comprende las regiones de Los Lagos, Aysén del General Carlos Ibafiez del Campo
(en adelante Aysén) y Magallanes y Antartica Chilena (en adelante Magallanes). Las estaciones de
muestreo integran una red fija y estan dispuestas de manera representativa y en relacion a las
particularidades de cada sector geografico. El programa esta estructurado en 3 subprogramas
coordinados bajo una misma administracion.

El area ha sido dividida en 9 sectores, usando distintos puertos de zarpe. Estos sectores son los
siguientes: Chiloé norte, Chiloé centro, Chiloé sur, Aysén norte, Aysén sur, Tortel, Magallanes norte,
Magallanes centro y Magallanes sur. Solo Chiloé norte, tendra varios lugares de zarpe, ya que los
sectores restantes, en cada caso, solo tendran un puerto de zarpe. En el sector de Chiloé norte los
zarpes seran desde los puntos siguientes, indicando entre paréntesis la cantidad de localidades a
muestrear: Cochamé (2 puntos), Yates (4 puntos), Tentelhue (1 punto), caleta La Arena (2 puntos),
Metri (1 punto), bahia lique (1 punto), Caicaén (2 puntos), Chayahué (1 punto), Ancud (1 punto) y
Hueihue (1 punto). En la etapa previa se han agregado dos sitios de muestreo en el sector de
Hualaihué: Hornopirén y Pichicolo, con lugar de zarpe de las localidades con el mismo nombre en
cada caso, respectivamente. En los demas lugares, Chiloé centro, zarpe desde Dalcahue; Chiloé sur,
zarpe desde Quelldn; Aysén norte, zarpe desde Puerto Chacabuco; Aysén sur, zarpe desde Puerto
Cisnes; Tortel, zarpe desde Tortel; Magallanes norte, zarpe desde Puerto Natales; Magallanes centro,
zarpe desde Punta Arenas y Magallanes sur, zarpe desde Puerto Williams.

Sub-Programa Monitoreo Regular.

Tiene como objetivo el monitoreo de 205 estaciones ubicadas desde la regién de Los Lagos hasta la
region de Magallanes. Corresponden a todas las estaciones del programa ubicadas en sectores de
extraccion de recursos hidrobioldgicos. La frecuencia de muestreo fue mensual con un receso invernal
de 45 dias aproximadamente (meses de julio-agosto). Se realizaron 11 cruceros en todas las
estaciones, empezando en marzo de 2018 y finalizando en febrero de 2019. En cada una de las
estaciones se realizaron las siguientes actividades: toma de muestras de agua para andlisis cualitativo
y cuantitativo de fitoplancton nocivo y total, toma de muestras de mariscos para detectar o estimar
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concentraciones de toxinas marinas en transvectores selectos y toma de datos oceanograficos y
meteoroldgicos. La metodologia para el analisis de fitoplancton, deteccion de toxinas, toma de datos
oceanograficos y meteoroldgicos y recoleccion de muestras de sedimentos para quistes de
dinoflagelados, se detalla en los objetivos especificos 2, 3 y 4, y corresponde a la adoptada por el
Programa en etapas previas. Se debe destacar que la recoleccién de sedimentos, a diferencia de las
actividades antes mencionadas, se realizd en una oportunidad en cada una de las tres regiones
durante todo el periodo de estudio. Las estaciones muestreadas en este subprograma se presentan
en el Anexo 1.

Sub-Programa Vigilancia y Fiscalizacion.

Este subprograma considera una frecuencia de monitoreo mas alta en 17 estaciones ubicadas en los
sectores de Quellon, el &rea sur y sur-este de la Isla de Chiloé, un transecto en el canal Moraleda y
varios sitios en el sector de Melinka, a fin de obtener un flujo mayor de informacion ligada al transporte
de especies hidrobiologicas en sectores con presencia de especie plaga: A. catenella. El detalle de
las estaciones y su ubicacion se encuentra en el Anexo 2. La frecuencia de muestreo para este grupo
de estaciones fue cada 10 dias aproximadamente, con un receso invernal de 30 dias, completando
un total de 31 cruceros. El inicio de las camparias fue en marzo de 2018 hasta febrero de 2019, sin
embargo, las condiciones climaticas oceanograficas registradas en desde septiembre de 2017,
determinaron que el inicio de esta etapa en este sector se retrasara para el mes de mayo de 2018,
logrando ajustar la frecuencia de muestreo, en septiembre de 2018. Se realizaron las siguientes
actividades en cada una de las estaciones: toma de muestras para analisis cualitativo y cuantitativo
de fitoplancton nocivo y total, toma de muestras de mariscos selectos con una frecuencia mensual
cuando la topografia del lugar y la disponibilidad del recurso lo permitieron y toma de datos
oceanograficos y meteorologicos. Al igual que para el Subprograma Regular, la metodologia para el
andlisis de fitoplancton, deteccién de toxinas, toma de datos oceanogréficos y meteoroldgicos y
recoleccion de muestras de sedimentos para quistes de dinoflagelados durante un crucero, se detalla
en los objetivos especificos 2, 3 y 4, y corresponde a la adoptada por el Programa en etapas previas.

Sub-Programa Raul Marin Balmaceda.

Este subprograma tiene por finalidad generar informacién asociada a la abundancia de especies
fitoplanctdnicas nocivas, ademas de la informacion sefialada en el parrafo anterior y que permita
principalmente cautelar la calificacion de A. catenella en este sector, desde la perspectiva del
reglamento de plagas. Para ello se ha intensificado la vigilancia, incrementando la frecuencia de
muestreo en 6 estaciones ubicadas en los sectores de Canal, Brazo del Pillan y frente a la
desembocadura del rio Palena. El detalle sobre la ubicacion de éstas se encuentra en el Anexo 3. El
muestreo tuvo una frecuencia aproximada cada 10 dias con un receso invernal de 30 dias,
completando un total de 31 cruceros contados entre marzo de 2017 y febrero de 2018; al igual que lo
sefialado para el subprograma de Vigilancia y Fiscalizacién, por motivos climatico oceanograficos el
muestreo de la etapa previa finalizd a mediados de abril, por lo que el muestreo correspondiente a

esta etapa se inici6 en el mes de mayo de 2018, y logrando ajustar la frecuencia del mismo a inicios
de septiembre de 2018. En cada una de las estaciones se realizaron las siguientes actividades: toma
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de muestras para analisis cualitativo y cuantitativo de fitoplancton nocivo y total, toma de muestras de
mariscos selectos con una frecuencia mensual cuando la topografia del lugar y la disponibilidad de
recursos lo permitieron, recoleccion de muestras de agua para estimacion de concentracion de
nutrientes, toma de datos oceanograficos y meteoroldgicos y recoleccion de muestras de sedimentos
para quistes de dinoflagelados durante un crucero. Al igual que para el andlisis del Subprograma
Regular, la metodologia para el analisis de fitoplancton, deteccion de toxinas, toma de datos
oceanograficos y meteoroldgicos se detalla en los objetivos especificos 2, 3y 4 y corresponde a la
adoptada por el Programa en etapas previas.

Muestreo de transvectores y deteccion de toxinas.

El muestreo se orientd hacia especies centinelas en cada region (e.g. cholga, chorito, almeja, entre
otras), sin perjuicio de la recoleccion de otros recursos segun las necesidades, desde el punto de vista
de la salud publica, u otras particularidades de cada region.

La recoleccidn de estos recursos por regidn estuvo dada segun lo descrito en el cuadro siguiente, y
se condiciona ademas a si la ubicacion de la estacion de monitoreo permite la extraccion, ya sea por
la profundidad existente en el lugar de ubicacién de sitios de muestreo o por la disponibilidad de
recurso. En esta etapa de manera excepcional se muestrearon un par de puntos en el seno
Ventisquero durante enero de 2019, canal Beagle, area sur de Magallanes, a solicitud de la Direccion
Zonal de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, con la finalidad de evaluar el estado de condicién
del ostion del sur, en cuanto a la concentracion de toxina paralizante en sus tejidos. El punto de
muestreo del programa se encuentra en la boca de este fiordo, en tanto que los visitados en esta
oportunidad se ubican en la parte media del mismo.

Regidn Especies transvector

Los Lagos Cholga (Aulacomya atra)

Chorito (Mytilus chilensis)

Almeja (Venus antiqua)

Aysén Cholga (Aulacomya atra)

Chorito (Mytilus chilensis)

Almeja (Venus antiqua)

Culengue (Gari solida)

Choro zapato (Choromytilus choro)
Magallanes Cholga (Aulacomya atra)

Chorito (Mytilus chilensis)

Ostion del sur (Chlamys vitrea)*
Huepo (Ensis macha)

* Para las 6 estaciones de pre-cosecha del ostion del sur y durante un periodo acotado.

Se recolectaron especimenes de talla comercial mediante buceo semi-autbnomo. Cada muestra fue
de alrededor 2 kilogramos de marisco con concha. La extraccion de transvectores depende de la
disponibilidad de estos recursos en cada sector. Para las muestras destinadas a la deteccion de TPM,
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se recolectaron muestras con réplica, la cual se extrajo en un mismo sector con 500 m de distancia.
Sdlo en la region de Aysén, se recolectaron muestras de otros mariscos (transvector secundario).

Luego de la recoleccion, las muestras fueron etiquetadas y almacenadas en bolsas plasticas para
conservarlas en recipientes con hielo o refrigeradas y trasportadas a bordo de embarcaciones, las
que, una vez llegadas a puerto, se congelaron a -20° C hasta el momento del analisis que fue realizado
en los laboratorios de la SEREMI de Salud de cada region.

Las muestras de transvectores para determinar la toxicidad por TPM, TDM y TAM fueron entregadas
a los laboratorios de las Secretarias Regionales Ministeriales de Salud de Los Lagos, Aysén y
Magallanes, segun coordinaciones efectuadas a través del Ministerio de Salud (Subsecretaria de
Salud Publica). Se mantuvo un registro de las entregas y recepciones mediante un formulario
establecido para tal efecto. La metodologia utilizada para la detecciéon de TPM fue el bioensayo de
raton segun la norma AOAC. 959.08 (1990) con determinacién del Factor de Correccién (FC) y uso de
saxitoxina estandar. Se estimo periédicamente el FC para el periodo de estudio y para ratones CF-1
(Instituto de Salud Publica) entre 18-21 g. Los resultados son entregados en microgramos equivalentes
de saxitoxina por 100 gramos de carne de molusco (ug eq. STX 100 g-).

Para la toxina diarreica, se aplicé la técnica modificada de Yasumoto et al. (1984), y los resultados
presentados en términos cualitativos segun los tiempos de muerte de los ratones en un lapso de 24
horas, entendiendo por resultado positivo la muerte, de al menos dos de tres ratones, en un lapso
inferior a 24 horas. La toxina amnésica fue estimada mediante cromatografia liquida de alta eficacia
segun la metodologia descrita por Quilliam et al. (1995). Los resultados se presentan en microgramos
de acido domoico por gramos de carne de marisco (ug g-).

Toda la informacién referente a resultados de toxicidad en mariscos, se entrega tabulada, con las
unidades para resultados cuantitativos, 0 segun corresponda para resultados cualitativos (en el caso
de TDM). Los resultados se entregan por estacidn y crucero, distribuidos por regién administrativa.

4.2 Metodologia Objetivos Especificos 2y 3
2. Conocer la abundancia y distribucion temporal de Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis

acuminata, D. acuta, Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf.
pseudodelicatissima, en la red de estaciones de monitoreo antes citada.

3. Conocer la distribucion y abundancia espacio temporal del fitoplancton total en la red de estaciones
del estudio.
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Estaciones y frecuencia de muestreo.

Las estaciones y frecuencias por subprograma estan detalladas en el primer punto del Objetivo 1y
corresponden a las mismas que se muestrearon para el cumplimiento de estos objetivos.

Muestreo de fitoplancton.

El muestreo de fitoplancton se realizé en todas las estaciones de cada uno de los subprogramas para
las tres regiones donde se ejecuta el estudio (en total 228 sitios de muestreo), cuya distribucion general

se entrega en el siguiente cuadro.

Subprogramal Monitoreo Vigilqncigy Raul Marin

Regi6n Regular Fiscalizacion Balmaceda Total
(SMR) (SVF) (SRMB)

LOS LAGOS 46 11 0 57

AYSEN 75 6 6 87

MAGALLANES 84 0 0 84

Total 205 17 6 228

La regidn de Aysén presenta el numero mas alto de sitios de muestreo, luego la region de Magallanes
(incluyendo 5 sitios que sdlo son muestreados en una oportunidad vinculados con el recurso ostion
del sur, ademas de los 2 sitios incorporados durante esta etapa indicados previamente) y finalmente
la regién de Los Lagos. Dada la frecuencia de muestreo en cada sector, es en la region de Aysén
aquella en la que se recolecta la mayor cantidad de muestras de fitoplancton (40,3%) seguida por la
region de Magallanes (31,1%) y finalmente la region de Los Lagos (28,5%). Es importante precisar
que por un tema logistico en la region de Los Lagos se incluyen los analisis de los 6 sitios de SRMB 'y
de los 6 sitios del SVF ubicados en Melinka, ambos en Aysén norte, pero que son muestreados desde
Quellén y operativamente quedan incluidos en el sector de Chiloé sur y analizadas también en la regidn
de Los Lagos. Consecuentemente la proporcion de muestras analizadas en esta region asciende a un
41,1%, seguida por la region de Magallanes, 31,1%, y finalmente la region de Aysén con 27,8%.

Los muestreos y analisis de fitoplancton cualitativo y cuantitativo se realizaron aplicando la siguiente
metodologia:

1. Muestreo cualitativo: el fitoplancton fue recolectado mediante arrastres verticales desde 20 m
de profundidad (como méximo) hasta la superficie, o segun profundidad del lugar, usando una
red de trama de malla de 23 um. Los arrastres fueron realizados en triplicado (3 réplicas), en
dos puntos de cada estacion de muestreo, separados por unos 300-500 m. Las muestras
fueron fijadas con formalina neutralizada al 2-3% y de cada punto se conformé una sola
muestra (i.e. una muestra integrada de seis arrastres).

2. Muestreo cuantitativo: para este andlisis se realizaron muestreos de la columna de agua entre
los 20 m de profundidad y superficie, utilizando una manguera de 2,5 cm de diametro. La
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columna de agua fue fraccionada en dos: superficie a 10 my de 10 a 20 m de profundidad (se recolectd
una muestra por estrato). El agua contenida en cada uno de los estratos obtenidos de la manguera es
traspasada a un recipiente donde es homogenizada para luego tomar una muestra en un frasco de
125 mL las cuales son fijadas con Lugol para su posterior analisis en laboratorio.

Analisis de fitoplancton.

1. Analisis cualitativo: se utilizaron microscopios opticos de campo luminoso, a 100x y 400x,
dotados con condensador de contraste de fase y equipo de epifluorescencia. Se estimo la
abundancia relativa de Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuminata, D. acuta,
Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima, para lo
cual se contabilizo el niumero de células de cada taxon en una alicuota de 0,1 ml tomada
desde una muestra sedimentada por un periodo de 24 horas, bajo un cubre-objeto de 18 x 18
mm (3 réplicas). El criterio para diluir las muestras de abundancia relativa se determina: 1)
cuando la abundancia de especies nocivas es alta y hace su recuentomas lento (Ej. especies
del género Pseudo-nitzschia con sobre 500 cél/campo a 100x vy, 2) cuando la abundancia
fitoplanctonica total de la muestra es muy alta haciendo que las especies se vean
superpuestas entre si, dificultando la observacion.

Preparacion de la dilucion:
Para realizar la dilucion se toma una alicuota de la muestra decantada y se deposita en un
tubo eppendorf, posteriormente se agregan mas alicuotas del sobrenadante de la misma
muestra. Si la dilucién es a 1/2 se toman 0,2mL de muestra decanta y 0,2mL de
sobrenandante, si la dilucién es a 1/4 se toma 0,1mL de muestra decantada y 0,3mL de
sobrenadante. Una vez realizada la dilucién se homogeniza la muestra en el tubo eppendorf
y se deposita en el portaobjeto para su posterior recuento y clasificacion segun niveles
entregados en el cuadro a continuacion:
ESCALA D. acuta (1) | A. catenelia (2) | © Se”do'”’g)“hm SPp-
AUSENTE 0 0 0 0
RARO 1 1-5 1-2 1-10
ESCASO 2 6 - 15 3-10 11 - 50
REGULAR 3 16 - 35 11 - 42 51 - 210
ABUNDANTE 4 36 - 75 43 - 170 211 - 850
MUY ABUNDANTE 5 76 - 155 171 - 682 851 - 3410
EXTE;'}",@S:,Q"TEENTE 6 156 - 315 683 - 2730 3411 - 13650
HIPER ABUNDANTE 7 316 - 635 2731 - 10922 13651 - 54610
ULTRA ABUNDANTE 8 636 - 1275 10923 - 43690 54611 - 218450
MEGA ABUNDANTE 9 1276 - 2555 43691 - 174762 ---

2. Analisis cuantitativo: las muestras fueron contabilizadas a nivel especifico en camaras de

sedimentacion, cuyo volumen fue seleccionado de acuerdo a la concentracion de la muestra.
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La camara mas utilizada fue la de 10 mL, pero también se utilizaron camaras de 50 mL
dependiendo de la densidad en cada muestra. Para el recuento celular se aplicé la técnica de
Utermohl (1958), en microscopios invertidos dotados con contraste de fase.

Configuraciones espacio-temporales del fitoplancton total durante el periodo marzo 2018 a
febrero 2019.

Con el objetivo de evaluar los resultados obtenidos durante esta etapa del programa de monitoreo, en
cuanto a la existencia de configuraciones espacio-temporales del fitoplancton total (cél L), se
realizaron andlisis de estadistica no paramétrica con los datos obtenidos entre marzo de 2018 y febrero
de 2019 utilizando como variable el promedio de la densidad del fitoplancton durante el periodo de
estudio.

Para realizar este andlisis, los datos de abundancia celular fueron estructurados de tal forma que se
dispuso de promedio anual de los datos para cada estacién de monitoreo, los cuales fueron estimados
con datos disponibles desde marzo 2018 hasta febrero de 2019. Para la ordenacin y clasificacion de
los sitios de muestreo, se aplicaron analisis de conglomerados (“cluster analysis”) usando como
medida de distancia el indice de similitud de Bray y Curtis, reduciendo la matriz mediante el método
del grupo promedio no ponderado y representando los resultados en un dendrograma. La informacién
analizada corresponde a los datos de biomasa fitoplancténica a nivel especifico para los primeros 10
metros de la columna de agua. Para el andlisis de la abundancia fitoplancténica se consideré como
criterio discriminador el aporte porcentual por taxén incluido, de tal forma que se incluyeron todas las
especies que anteriores a la aparicién de la primera especie nociva (Alexandrium ostenfeldii).
Finalmente resultd una matriz de 204 especies de micro-fitoplancton, que dan cuenta de >99% de la
biomasa acumulada, por 220 sitios de muestreo.

Los analisis se realizaron con el programa PRIMER (“Plymouth Routines in Multivariate Ecological
Research”). Los conglomerados representados en los dendrogramas significativamente diferentes,
fueron identificados mediante el analisis SIMPROF (“SIMilarity PROFile” o perfiles de similaridad)
(Clarke & Gorley 2006), el cual calcula rangos de los “perfiles de similaridad” entre muestras y
determina la significancia estadistica de cada conglomerado individual del dendrograma usando
técnicas de permutaciones. El nivel de significancia empleado fue de 1%. En los dendrogramas la
significancia en la conformacién y la unién de los conglomerados se muestra usando una coloracion
distinta, esto es, rojo para grupos homogéneos y negro para grupos significativamente distintos. El
andlisis SIMPER permitié conocer el aporte porcentual con que contribuyen los constituyentes de cada
conglomerado definido.
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4.4. Metodologia Objetivo Especifico 4

4. Recolectar informacion oceanogréfica (e.q. temperatura, salinidad, nutrientes) y meteorologica
(e.q. temperatura, nubosidad, viento) en las estaciones de monitoreo de las 3 regiones.

Recoleccion de datos oceanograficos.

En cada sitio de muestreo, se realizaron mediciones de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto,
clorofila (fluorescencia) y densidad de la columna de agua mediante CTDO hasta una profundidad
maxima de 50 m o hasta la profundidad que permitia la topografia del lugar.

Recoleccion de informacién meteoroldgica.

Solo para la region de Magallanes las variables climaticas se registraron mediante estaciones
meteoroldgicas de registro automatico en tanto que para las otras regiones la informacion fue tomada
de la Direccion de Aerondutica Civil. En la regidn de Los Lagos, sector Puerto Montt en 41°26’ 06”S y
73°05 51"W; region de Aysén, sector Puerto Aysén en: 45° 23'45,9"S y 72°39'50,0"W y en la region
de Magallanes, Puerto Zenteno a 15 m.s.n.m. en 52°47’S y 70°47°'W. Para esta ultima la estacion se
compone de un registrador de datos electronico ("datalogger") y sus respectivos sensores de
temperatura y humedad relativa del aire, radiacion solar, velocidad y direccién del viento y
precipitacion. En todas las estaciones de muestreo, se registraron ademés las condiciones
atmosféricas al momento de efectuar el muestreo. Se incluye la medicion de temperatura del aire y
rapidez y direccion del viento mediante termo anemoémetro digital, a resguardo de lluvia y radiacion
solar para efectuar la toma de temperatura, y registrando 5 valores minuto a minuto para calcular un
promedio de la velocidad del viento y el uso de un compas de navegacion para registrar su direccion;
la presion atmosférica se midié mediante un GPS; Nubosidad, mediante la division de la boveda
celeste en octavos. La posicion de cada estacion fue referenciada geograficamente utilizando equipos
GPS bajo el Datum WGS84.

Toma de muestras y analisis nutrientes.

Para estimar la concentracion de nutrientes, se recolectaron muestras de agua en una red de
estaciones selectas del area de estudio (nitratos, nitritos, fosfatos y silicatos) (Figs. 4.4.1; 4.4.2; 4.4.3).
Las muestras para estimar la concentracion de nutrientes en la columna de agua fueron recolectadas
de un conjunto de sitios de muestreo distribuidas en las regiones administrativas consideradas en este
estudio (en total 98 sitios, Los Lagos 36 sitios, Aysén 32 sitios y Magallanes 28 sitios; véase Anexos
1,2y 3). En cada sitio de muestreo, se recolectaron dos muestras, una correspondiente al estrato
superficie — 10 m de profundidad y otra, referida al estrato 10 - 20 m de profundidad. Las muestras
fueron recolectadas de la misma forma que se utiliza para la toma de muestras para el fitoplancton
cuantitativo (muestreo integrado por estrato mediante manguera). Las muestras fueron conservadas
en botellas asépticas de polietileno de alta densidad y congeladas hasta su anélisis a -20°C. Los
nutrientes considerados son nitratos, nitritos, fosfatos y silicatos. El andlisis se hizo mediante
multianalizador de nutrientes y las técnicas aplicadas corresponden a USEPA'Y APHA/AWWA/WEF,
para nitritos, nitratos, fosfatos y silicatos (EPA 600/R93/100).
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4.5 Metodologia Objetivo Especifico 5

5. Reqistrar variables oceanogréficas y bioldgicas en zonas representativas del drea de estudio para
continuar la modelacion fisico-bioldgico de Alexandrium catenella.

A partir de esta Etapa XII del proyecto, los objetivos que se habian informado por separado en las
etapas previas, referentes a la recoleccion de parametros oceanogréaficos en sectores de interés dentro
del area de estudio y la modelacién de la distribucion de la abundancia de A. catenella, se unen en un
solo objetivo, donde los datos de los pardmetros oceanograficos, hidrografia (temperatura, salinidad,
densidad, fluorescencia y oxigeno), sensores de temperatura, salinidad, densidad, perfiles de luz etc.)
son utilizados para continuar desarrollando el modelo hidrodindmico, mientras que, los datos de tasas
de crecimiento, distribucion horizontal y vertical de A. catenella, son incorporados en el desarrollo de
la modelacion bioldgica. Finalmente, ambos modelos son acoplados en un modelo fisico-bioldgico.

Durante esta etapa del proyecto se continu6 con el desarrollo del modelo fisico-bioldgico para estimar
la distribucién y abundancia de A. catenella. El desarrollo de la modelacién en esta nueva etapa
implicé, continuar con la resolucion, a través de un modelo hidrodinamico, el patrén de corrientes en
la zona de estudio, la cual esta condicionado por forzantes como la batimetria, las mareas, temperatura
y salinidad de la columna de agua, patron de vientos, presion atmosférica y fuentes de agua dulce.
Este modelo hidrodinamico fue acoplado al modelo bioldgico para conocer la distribucion y abundancia
de A. catenella, como funcién de su crecimiento frente a variable como la temperatura, salinidad, luz
y nutrientes y su mortalidad o remocion desde la columna de agua, mediada por la predacidn (grazing),
senescencia celular y sedimentacion (enquistamiento).

En base a la informacién generada en la etapa previa (XI Etapa), donde se realizaron ejercicios de
modelacion de distribucion y abundancia para A. catenella en la zona comprendida entre la boca del
fiordo Puyuhuapi (-44°5557" -73°19'28”) y la cabeza del canal Jacaf (-44°27'29"; -72°35'57");
podemos sefalar que existen aspectos tanto de la modelacién hidrodindmica como de la modelacion
bioldgica que debemos abordar en esta nueva etapa de trabajo con la finalidad de mejorar los
resultados obtenidos hasta el momento.

Modelacion numérica.

La modelacién biolégica del area de estudio implicd la implementacién de un modelo fisico, el que
involucré un modelo atmosférico conocido como Weather Research and Forecasting (WRF) y un
modelo hidrodinamico local del tipo MIKE 3D FM. En cuanto al modelo bioldgico de A. catenella, éste
fue implementado utilizando el mddulo Ecolab de MIKE3. Por otra parte, para el modelo biogeoquimico
se utilizé un modelo NPZD (nutrientes-fitoplancton-zooplancton-detritus) de ROMS-Agrif. Todos los
modelos fueron realizados para el fiordo Puyuhuapi y el canal Jacaf. A continuacion, se describen las
caracteristicas generales de los modelos.
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Modelo Fisico.

Modelo atmosférico regional (WRF).

Para el forzamiento atmosférico se utilizé el modelo WRF, logrando una reduccién de escala de
modelos globales. De esta manera, procesos atmosféricos locales son representados de mejor forma.
Esto se realizd mediante dominios anidados, los cuales siguieron una relacion de 1/5 para cada
dominio de las grillas 2 y 3 respecto a la grilla 1 (Figs. 4.5.1 a,b). El primer dominio correspondio a la
grilla 1y comprendié un area entre ~39 - 48°S y ~70 - 84°W, con resolucién espacial de 25km. El
segundo dominio (grilla 2) tuvo una resolucidn horizontal de 5 Km y un area que abarca entre ~43 -
46°S y ~71 - 75°W. Finalmente, el tercer dominio correspondio a la grilla 3, conteniendo los canales
Jacaf y Puyuhuapi y alcanzando 1 Km de resolucién horizontal. La fuente de datos topograficos
utilizada pertenece a la USGS incorporada en el modelo WRF, con ~1 Km de resolucion horizontal
para todos los dominios. Finalmente, el modelo se alimenté con datos iniciales y de frontera
provenientes del modelo global de la atmésfera FNL, proporcionados por el National Center for
Environmental Prediction (NCEP), con resolucion horizontal de ~100 Km.

Modelo hidrodinamico MIKE 3D FM.

El modelo MIKE 3D FM considera la solucion numérica de las ecuaciones tridimensionales
incompresibles de Navier-Stokes utilizando el enfoque de Reynolds, los supuestos de Boussinesq y
de presion hidrostatica. Entonces, el modelo consiste en las ecuaciones de conservacion de masay
de momentum, trasporte de calor y de sal. Utiliza el método de volumenes finitos centrados en cada
celda como algoritmo de solucion discreta de las ecuaciones indicadas (DHI, 2016). EI dominio del
modelo hidrodindmico constd de 9800 elementos en la horizontal y se extiende desde las bocas de
ambos fiordos (Fig. 4.5.2a). La informacién batimétrica fue obtenida de las cartas nauticas del Servicio
Hidrografico y Oceanogréfico de la Armada de Chile (SHOA). El sector de menor resolucion fue el mas
cercano al borde abierto norte (boca canal Jacaf) con un tamafio aproximado de 1000 m, mientras que
en otros lugares tales como pasos restringidos 0 zonas someras la resolucion alcanzé los 200 m. En
la dimensién vertical, utiliza un esquema hibrido de 45 capas (Sigma y cuadrangular) que permiten
mantener de manera adecuada la estratificacion (Fig. 4.5.2b). Las condiciones de borde de nivel del
mar estuvieron basadas en mediciones de 30 dias de nivel del mar realizadas por el Instituto de
Fomento Pesquero (IFOP), en las bocas de ambos fiordos durante el afio 2011, a estas series se le
realizd un analisis arménico de mareas (Pawlowicz et al., 2002), mediante el cual, se determinaron
sus constituyentes y fue posible realizar un prondstico de éstas para el periodo de modelacion. Para
condiciones de borde de temperatura y salinidad fueron utilizadas observaciones provenientes de
perfiles de CTD realizados por el programa CIMAR-Fiordos 7 (Calvete & Sobarzo 2011). Para la
generacion de condiciones de iniciales de temperatura y salinidad, se utilizo informacion derivada de
campaiias hidrograficas realizadas por IFOP en el afio 2011, con estas se procedié a generar una
interpolacion horizontal y vertical para cubrir todo el dominio, con el objetivo de reducir el tiempo de
estabilizacién del modelo.
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La informacion de fuentes de agua dulce que ingresa al modelo fue otorgada por registros de caudales
diarios del rio Cisnes y del rio Ventisquero, provenientes de la Direccion General de Aguas (DGA,
www.dga.cl). Con el fin de considerar otras descargas de agua dulce que no cuentan con informacion,
se utilizd una estimacion basada en el método de proporcion de areas (Archfield & Vogel, 2010). Este
método estima la descarga en una ubicacion sin observaciones (Qsqps), al multiplicar el caudal
observado (Q,ps ) 0 de referencia por la razén entre el area de las cuencas sin observacion (Asops) Y
de referencia (Agps)-

ASobs

Aobs

(1)

Qsobs = Qobs *

En este caso, el caudal de referencia corresponde al rio Cisnes, mientras que las areas
correspondientes a cada cuenca y los principales afluentes pertenecen a la informacién proveniente
de la DGA.

Modelacion biolégica.

El modelo A. catenella es un modelo bioldégico acoplado que contiene principalmente las
parametrizaciones de crecimiento y mortalidad. Este modelo supone que no existen limitaciones de
nutrientes y que los procesos de enquistamiento y exquistamiento (germinacién) son despreciables.

La mortalidad (m) es considerada en el modelo como la remocién de células debido a la predacién, y
es una proporcién de la concentracion de A. catenella.

La parametrizacién de la tasa de crecimiento () utilizada es la forma sugerida por Platt & Jassby
(1976) que incluye la irradiancia y que fue usada por Langdon (1988) en sus estudios del crecimiento
del fitoplancton:

a,"E
(ET,S) = (T,S) + & -tanh( g ) r
K (Hmax HO) Umax(Tr S) + U—B |J-0

Donde .« €S la tasa de crecimiento maxima (d-') para una determinada temperatura (T) y salinidad
(S), up es la tasa de respiracion basal (d-), E es el promedio de la irradiancia diaria (W m2) y a es la

eficiencia de crecimiento (d-' W-' m-2). Los valores de los parametros utilizados en el modelo biolégico
se describen en la Tabla 4.5.1.

Mientras que, la dependencia de p,,,.x con la temperatura y la salinidad fue formulada de la siguiente
forma:

Hmax(T,S) = U(Top» Sop) -£(T) - £(S)
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Donde u(Top, Sop) €s la tasa maxima de crecimiento bajo condiciones optimas de temperatura y

salinidad. Las funciones f(T) y f(S) son ajustes polinomiales cubicos normalizados para que sus
resultados varien entre 0 y 1.

Las ecuacion de temperatura y salinidad (Fig. 4.5.3) reflejan que el méximo crecimiento es entre 16°
y 20° y para salinidad entre 19 y 28, lo que no evidencia la realidad de A. catenella en el canal
Puyuhuapi, donde a partir de datos observados del programa de Marea Roja, el méximo de
concentracion de A. catenella esté asociado a temperaturas entre 11° y 15° y valores de salinidad
entre 25 y 30. Por lo tanto se desplazo la ecuacion de Watras et al. (1982) para que coincidieran los
maximos con los datos observados en Puyuhuapi, estas ecuaciones se presentan a continuacion;

f(T) = -0.0004T3 + 0.0066T? + 0.04T + 0.19
f(S) = -0.002252 + 0.125S5-0.765

El registro de datos de radiacion solar diaria para el periodo de simulacion, se obtuvieron de la estacion
meteorolégica El Claro perteneciente a la red agrometereologica del instituto de investigacion
agropecuaria (INIA) ubicada en Coyhaique. Las condiciones iniciales se construyeron a partir la
interpolacion de datos de concentracion de A. catenella obtenidos por el Programa de Marea Roja de
IFOP.

Modelacion biogeoquimica.

La modelacion biogeoquimica del area de estudio implico la implementacion de un modelo del tipo
regional llamado NPZD (Fig. 4.5.4a) (Nitrato-Fitoplancton-Zooplancton-Detritus), el que utilizd las
salidas del modelo hidrodinamico ROMS-Agrif. Para ello se implementé un modelo con una
configuracion del tipo climatolégica, con el objetivo de reproducir condiciones generales de gran
escala.

Se utilizé esta estrategia, debido a la falta de datos biogeoquimicos en la zona de estudio y con la
finalidad de poder reproducir la distribucién de las masas de agua descrita por Silva et al (1998) y la
estacionalidad observada por Pérez-Santos et al. (2017). En este sentido, evaluaremos a lo largo de
un afo de simulacién climatolégica la distribucion vertical de las masas de aguas de origen oceanico
(agua subantartica y agua ecuatorial subsuperficial) que ingresan por la boca del Guafo debido a que
esta zona es la principal entrada de masas de aguas oceanicas a las aguas interiores y que se
encuentran presentes en los canales Puyuhuapi y Jacaf.

Para el modelo hidrodindmico se utilizd el modelo ROMS-Agrif de cddigo abierto, el que utilizdé una
grilla de caracter regional, con un dominio que cubrié todo el mar interior de las regiones de Los Lagos
y Aysén incluido el sector oceanico (Fig. 4.5.4b).

El dominio fue construido con datos batimétricos de GEBCO vy las condiciones iniciales y de borde
fueron construidas a partir de datos del modelo global Mercator, con condiciones de marea basadas
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en TPX 07 y para los forzantes atmosféricos datos obtenidos de datos satelitales de COADS. Ademas,
se utilizaron como fuentes de agua dulces, datos de caudales obtenidos de la Direccion General de
Aguas (DGA). El modelo biogeoquimico tiene 4 componentes basados en nitrégeno y fue desarrollado
por Fasham et al. (1990). Para este modelo se utilizaron datos del modelo global World Ocean Atlas
2013 para construir las condiciones de borde e iniciales.

Evaluacion modelos numéricos.

El fiordo Puyuhuapi es uno de los fiordos en Chile con mayor nimero de observaciones
oceanograficas, donde en los ultimos afios se han llevado a cabo monitoreos regulares por parte de
distintas instituciones, sin embargo, estas mediciones han sido en su mayoria de variables fisicas
debido a que muchas variables permiten tener un registro continuo.

En este sentido, para la evaluacion del modelo hidrodinamico se utilizé el ciclo anual de temperatura,
salinidad superficial e intensidad y direccidn del viento proveniente de la boya oceanografica de Copas
Sur Austral ubicada en el fiordo Puyuhuapi (44° 35.3'S; 72° 43.6" W) operativa a partir del 12 de abril
de 2011 (http://www.cdom.cl). Las corrientes del modelo hidrodinamico fueron evaluadas contra un
perfilador acustico de corrientes modelo RDI de 600 kHz, ubicado en la zona de intercambio entre el
fiordo Jacaf y Puyuhuapi (44° 29.19'S 72° 43.43'W) entre los meses de agosto y octubre de 2014.
Este equipo fue instalado a una profundidad de 30 m mirando hacia arriba y pertenece a estudios
llevados a cabo por el Centro de Investigacion Oceanogréfica Copas Sur Austral de la Universidad de
Concepcion.

Para evaluar el rendimiento del modelo hidrodindmico, se utilizaron tres criterios: Error de raiz
cuadratica media (RMSE) (ecuacién 2), indice de Willmott (d) (ecuacién 3) (Willmott et al. 1985) y el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) (ecuacion 4). Con estos criterios se realizaron comparaciones
cuantitativas entre valores simulados y los observados.

RMSE = \/%Z%\Ll(OBSi-SIMi )2 2)

N, (OBS;-SIM; )2

d=1- — — 3
N ,(ISIM;-OBS| + |OBS; -0OBS )2 )

N ,(OBS;-OBS)(SIM;-SIM)
N L (OBS;-0BS)2(SIM;-SIM)

(4)

Donde, OBSi es la variable observada y SIMi es la variable modelada; OBS y SIMes el promedio en
el tiempo de N valores. RMSE es una medida del error promedio entre el modelo y las observaciones
en las unidades de las cantidades evaluadas. El indice de Willmott (d) es una medida adimensional
del error promedio relativo entre el modelo y las observaciones, donde una habilidad de 1 significa un
acuerdo perfecto, y una habilidad de 0 significa que el modelo tiene un nulo acuerdo. El coeficiente de
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correlacion de Pearson indica el grado de dependencia lineal entre lo observado y lo modelado, en
donde, un valor de cero indica que no hay dependencia lineal entre las dos variables, mientras que un
valor de 1 indica una dependencia lineal perfecta.

Con el fin de eliminar fluctuaciones de periodos menores a 24 horas las series de tiempo fueron
filtradas con un filtro paso-bajo coseno de Lanczos con un periodo de corte de 40 horas y 121 pesos.
Con la finalidad de evaluar el modelo biologico de A. catenella se utilizaron los datos del muestreo de
marea roja de IFOP, y para la evaluacion del modelo biogeoquimico se utilizaron datos de oxigeno y
nitrato de la campafia CIMAR 10 realizados en agosto y noviembre del 2004.

Conocer las tasas de maximo crecimiento de Alexandrium catenella a distintos rangos de
temperatura, salinidad y nutrientes.

Experimento con distintas cepas de Alexandrium catenella.

Cultivos de Alexandrium catenella.

El cultivo inicial se desarroll6 por triplicado en matraces esterilizados de 150 mL llenos con 100 mL de
agua de mar filtrada enriquecida con medio L1 (Guillard & Hargraves 1993). La inoculacién de las
microalgas se realizd una vez que el medio alcanzo la temperatura experimental deseada utilizando
entre 1 a 5 mL de cultivo. El proceso de inoculacion fue realizado en condiciones asépticas bajo una
campana previamente tratada con luz UV y flameando en un mechero la boca de los matraces para
evitar contaminacion.

Los recuentos celulares se realizaron diariamente extrayendo 2 mL de cada cultivo homogenizado
delicadamente. Las muestras fueron fijadas con Lugol y contabilizadas en una cdmara Sedgewick-
Rafter utilizando microscopia convencional o invertida (Garrido et al., 2012).

Los cultivos fueron mantenidos en una cdmara termoregulada a 15°C, con un fotoperiodo de 12:12 h
luz: oscuridad y una iluminacién de 100 uE m-2s-! proveniente de luces fluorescentes blancas frias.

Disefio experimental.

Antes de realizar el experimento, y con el fin de evitar cualquier tipo de interferencia debido a los
cambios en las diferentes variables a medir, los cultivos fueron aclimatados escalonadamente a las
diferentes condiciones experimentales a lo menos durante dos generaciones (1 a 2 meses), en el cual
el cultivo, ademas, debi6 alcanzar un volumen y concentracion celular suficiente para comenzar el
experimento. Para esto se inocularon 5 mL de cultivo en fase exponencial en matraces autoclavados
de 150 mL (escalando luego a matraces de 250 mL) cada uno con 100 mL con agua de mar esterilizada
enriquecida con medio de cultivo L1.

Para este primer experimento se selecciond la cepa de A. catenella AC-CU recolectada desde el sector

de Cucao en la Isla de Chiloé. Las tasas de crecimiento fueron obtenidas utilizando un disefio factorial
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cruzado con 45 condiciones diferentes (Fig. 4.5.5), obtenidas combinando un total de 3 temperaturas
(12,15,17 °C), 3 salinidades (15, 25, 35 psu), 3 intensidades luminicas (50, 100, 150 yJE m2 s) y 3
concentraciones de nutrientes (2,2 - 4,4 - 8,8 M).

Una vez terminado el periodo de aclimatacién cada uno de los indculos de la cepa seleccionada fueron
transferidos a matraces de 500 mL inoculando un volumen variable de células para obtener una
concentracién aproximada de 300-500 cél mL-'. Los cultivos se mantuvieron en cadmaras con
temperatura, luz y fotoperiodo controlados, los cuales fueron modificados segun los requerimientos de
cada experimento.

El dia de inicio del experimento se tomaron 3 submuestras de 1 mL de cada uno de los matraces
experimentales (tiempo inicial o To) y fueron fijadas en una solucion de Lugol (concentracion final 2%).
Este mismo procedimiento para la toma de muestras se realizé cada tres dias durante un periodo de
28 dias para su posterior conteo a través de un contador de células (Coulter Counter Beckman Z2).

Calculo tasas de crecimiento.

Siguiendo el trabajo propuesto por Guillard (1973), las tasas especificas de crecimiento (u) para cada
especie, definidas como el incremento en la abundancia de células por unidad de tiempo, fueron
estimadas a partir de la pendiente de una regresion lineal a lo largo de toda la fase exponencial de
crecimiento. Esto fue realizado mediante el ajuste minimo de una recta a los datos después de la
transformacion logaritmica a partir de la ecuacion logistica de crecimiento aplicando el logaritmo
natural del numero de células. Se ha considerado que esto es lo mas adecuado para describir el
crecimiento de dinoflagelados los cuales durante las floraciones y en cultivo presentan reproduccion
binaria.

i = [Ln Ct/LnCi]/[At]

Donde; u es la tasa de crecimiento especifica para cada grupo de células, Cty Ci son las abundancias
celulares expresadas como el numero de células obtenidas en los conteos en los tiempos al término
e inicio de la incubacidn, y At es el intervalo en dias u horas transcurridos entre cada conteo. Para las
curvas de crecimiento de cada especie se contaron tres réplicas y se utilizo el valor promedio.

Explorar nuevos sitios, dentro de la red de estaciones del Programa de Monitoreo de las Mareas
Rojas, donde realizar nuevos ejercicios de modelacion.

El area de estudio hasta ahora simulado, fiordos Puyuhuapi y canal Jacaf, representan un complejo
ecosistema marino tipico de fiordos, debido a que presenta una marcada circulacién estuarina
producida por la descarga de agua dulce del rio Cisnes y otros, ademas de una compleja batimetria.
Otra complejidad de esta area de estudio esta relacionada con las bajas concentraciones celulares
registradas para A. catenella, donde se ha identificado que las mayores densidades se han registrado
al interior de algunos canales (e]. canal Magdalena). Durante las Ultimas etapas del proyecto, nos

23

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.



7—\/

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

hemos concentrado en construir, evaluar y validar los modelos hidrodindmicos y bioldgicos en este
ambiente, para ello nos hemos apoyado en una importante carga de datos que existen en esta zona,
tanto por parte de IFOP, mediante la toma de datos de este proyecto, como por otros proyectos
oceanograficos que ha realizado el grupo de Oceanografia de IFOP, ademas de los datos que pueden
aportar otras instituciones.

Durante todo este tiempo el fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf se han constituido como nuestro laboratorio
natural en el cual se han desarrollado la mayor parte de los experimentos de modelacion fisica-
biologica del proyecto. Sin embargo, creemos relevante evaluar nuevos sitios, dentro de la red de
estaciones del Programa de Monitoreo de las Mareas Rojas, donde continuar con el desarrollo y
evaluacion de los modelos hidrodinamicos y biologicos. Para ello, durante esta etapa del proyecto se
propone evaluar nuevos sitios para la modelacion, priorizando a través de criterios como: la carga de
datos oceanograficos y meteoroldgicos disponibles, tanto de IFOP como de otras instituciones, para
el desarrollo del modelo hidrodinamico; la frecuencia de aparicién y nivel de concentracion tanto de A.
catenella como de toxina paralizante en los mariscos; niveles de abundancia relativa de A. catenella;
disponibilidad de nutrientes; y el conocimiento de quiste de resistencia en sedimentos de los sitios a
evaluar. Ademas, se debe considerar las posibles facilidades/problemas logisticos que conlleva el
realizar los experimentos de modelacién en cada uno de los sitios.

Como forma de dar respuesta a esta actividad, se evaluo la frecuencia relativa porcentual acumulada
de los valores de abundancia relativa de A. catenella sobre nivel 4, debido a que este valor
corresponde a la categoria Abundante (Tabla 4.5.2). La frecuencia relativa porcentual acumulada se
calculd con los registros de las muestras de A. catenella obtenidas entre mayo del 2006 a septiembre
del 2018 pertenecientes a la red de estaciones del programa de monitoreo de las mareas rojas de las
regiones de Los Lagos y Aysén.

Ademas, se recopilaron los datos oceanograficos y meteoroldgicos disponibles de los proyectos del
grupo de oceanografia de IFOP, con la finalidad de relacionarlos con los resultados de frecuencia
relativa porcentual acumulada de A. catenella.

Registro de parametros oceanograficos y meteorologicos en el fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf.

Como una forma de atender a los aspectos anteriormente detallados, es que durante esta etapa el
registro de parametros oceanograficos y meteoroldgicos se incorpora como una actividad asociada al
Objetivo especifico 5 de modelacion.

Mediciones de campo.

Para el registro de datos oceanograficos del fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf (Fig. 4.5.6) se realizd un
crucero entre el 14 y 20 de febrero del 2019. En el se efectuaron lances de CTD-O con un equipo
Seabird 19 plus, en 10 estaciones a lo largo de ambos canales y 6 estaciones en el canal Moraleda
(Fig. 4.5.7). Los datos de direccion y magnitud del viento se obtuvieron de la estacién meteoroldgica,
ubicada en la isla Melinka (43°53'48.1"°S, 73°44'45.6"°0).
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El registro de temperatura, salinidad y oxigeno en el tiempo se obtuvo de dos anclajes instalados en
la boca del fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf desde el 2 de noviembre del 2018 al 6 de marzo del 2019.
La ubicacion de los anclajes y profundidad de los sensores se indica en la Figura 4.5.8. Los sensores
utilizados fueron: HOBO U20, HOBO U24, Star Oddi, MiniDOT y Ciclop, la frecuencia de medicion fue
de 30 minutos.

En cada estacion se recogieron muestras de agua de mar a 7 profundidades (0, 5, 10, 15, 20, 30 y 50
m) para los analisis de abundancia de fitoplancton y nutrientes, las cuales fueron recolectadas
utilizando botellas Niskin de 5 litros. Para andlisis de la abundancia del fitoplancton (A. catenella) se
recolectd una submuestra de 250 mL de la muestra total que se recolectd con las botellas Niskin. Las
muestras fueron almacenadas en botellas de plastico limpias, fijadas y preservadas en una solucion
de Lugol al 1% previo analisis en laboratorio. Para el analisis de nutrientes (nitrato, nitrito, silicato y
fosfato) una submuestra de 500 mL fue tomada a partir de la muestra obtenida con las botellas Niskin,
la cual fue almacenada en botellas asépticas de polietileno de alta densidad y posteriormente
congeladas a -20°C previo su analisis por espectrofotometria.

Velocidad del viento.

La velocidad del viento se obtuvo en base a la direccion y magnitud del viento, se calculd las
componentes ortogonales U(este) y V (norte) y se corrigié la declinacion magnética, de esta manera
los datos fueron orientados al norte geogréfico. Posteriormente, la serie se filtrd con un pasa-baja,
coseno de Lanczos con un periodo de corte de 40 horas.

Hidrografia y series de tiempo.

Los datos hidrogréficos fueron procesados y alineados con el software de CTD-O seabird 19 plus (data
processing), luego un post andlisis y finalmente se graficaron transectos en el programa Ocean Data
View. Las series de tiempo se promediaron cada una hora y se filtraron con un pasa-baja, coseno de
Lanczos con un periodo de corte de 40 horas, posteriormente se graficaron.

4.6 Metodologia Objetivo Especifico 6
6. Continuar con el andlisis interpretativo iniciado en 2014 de la base de datos disponible desde mayo

de 2006, seqreqando por complejo toxico y fitoplancton nocivo asociado y en correspondencia con
las variables bidticas y abibticas disponibles.

Durante el desarrollo de este objetivo se han realizado distintos analisis de la informacidn recopilada
por el programa, la cual se inicié durante el 2014 abarcando en una primera etapa los antecedentes
disponibles desde mayo 2006. Estos analisis se han continuado realizando en etapa sucesivas del
programa haciendo énfasis en aspectos que permitan identificar las variables ambientales que
determinan cambios en la ocurrencia temporal y en la distribucién espacial de las Floraciones de Algas
Nocivas.
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Durante esta Etapa XIlI del programa, el analisis de la base de datos disponible se ha centrado en el
estudio del efecto de la variabilidad de las condiciones atmosféricas-oceanogréficas sobre las distintas
especies de microalgas nocivas contempladas en el programa. En este sentido, los estudios
desarrollados consideran: 1) Analisis de patrones climaticos de gran escala y su relacion con
FANs en fiordos y canales del sur de Chile de las regiones de Los Lagos y Aysén, donde se
evalua la relacion entre los eventos de gran escala como el Nifio, la Oscilacién Decadal del Pacifico y
la Oscilacion Antartica sobre la ocurrencia de los dinoflagelados nocivos. Para ello, datos
oceanograficos, meteoroldgicos y biologicos generados de forma mensual a través de la serie de
tiempo que abarca el periodo comprendido entre mayo 2006 a febrero 2017; 2) Abundancia del
micro-fitoplancton y Alexandrium catenella en relacion con los indices climatico-
oceanograficos en la region de Magallanes, Chile: periodo 1997-2017, donde se evalla la
correlacion y significancia entre las condiciones climéaticas asociados a los indices multivariados (SOI
y AAO) sobre la abundancia celular del microfitoplancton y la abundancia relativa de Alexandrium
catenella, usando series de tiempo disponibles desde 1997 y 3) Cobertura geografica de
dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas y paralizante durante los ultimos 20 afios en
el ecosistema de fiordos y canales sub-antarticos, donde a partir de series temporales de la
abundancia relativa disponibles, desde 1996 en el caso de Dinophysis acuta y Alexandrium catenella
y desde el 2006 para D. acuminata y Protoceratium reticulatum, se evaluan las tendencias de
distribucion geografica (Indicadores de dispersion) de estas microalgas en la regién de Magallanes,
este estudio y sus resultados constituyen una base de informacion relevante para proximos estudios
que correlacionen esta distribucién con la variabilidad oceanografica observada en etapas anteriores
de este programa.

De manera similar a lo reportado en etapas anteriores del programa, en este objetivo 6 se han incluido
estudios generados de manera excepcional durante el periodo contemplado en esta Etapa XII, los
cuales no ha sido informados previamente y que resultan del acercamiento del programa hacia
aspectos considerados como brechas de investigacion y uso de herramientas analiticas nuevas, con
el objetivo de ampliar el conocimiento de las FANSs su ocurrencia y dindmica de desarrollo y el impacto
asociado a la salud publica y las actividades econdmicas. Entre estos tdpicos se encuentran: toxinas
paralizantes en poblaciones naturales, especies nocivas emergentes, técnicas moleculares para la
deteccion de dinoflagelados y quistes de resistencia de dinoflagelados. Asociado a estos topicos se
han desarrollado los siguientes estudios: 1) Contenido y perfil de toxinas en poblaciones naturales
de Alexandrium catenella en canales del sur de Chile, en el cual se realiz6 una campafia para
evaluar toxinas paralizantes en muestras naturales obtenidas durante una floracion de A. catenella en
el fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf, donde el andlisis de estas muestras se realiz6 a través de HPLC,
permitiendo evaluar la conocer la composicion de las toxinas paralizantes y las posibles
combinaciones de Saxitoxina y sus derivados en las muestras de agua; 2) Respuesta a variaciones
en salinidad y potencia citotoxica de Pseudochatonella verruculosa aislada desde el seno de
Reloncavi, donde a través de origen y mantencion de cultivos celulares se realizaron anélisis para
identificar a Pseudochatonella verruculosa por medio de técnicas moleculares, conocer sus
caracteristicas morfoldgicas a través de microscopia electrénica de barrido y evaluar la citotoxicidad a
partir de cultivos con células branquiales; 3) Registro de dinoflagelados de los géneros Karenias,
Azadinium y Amphidoma en la region de Magallanes, donde a partir de los recuentos de
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fitoplancton cuantitativo realizados por microscopia tradicional, desarrollado en la region de
Magallanes, se evalud la distribucién espacio-temporal de estas especies, aspecto relevante para
comprender la dinamica de estas microalgas que en el caso de las Karenias ha provocado eventos de
mortalidad de peces en cautiverio debido a su ictiotoxicidad y de Azadinium la que puede generar
toxinas emergentes del tipo azaspiracidos; 4) ldentificacion molecular de los dinoflagelados
Alexandrium catenella y Alexandrium ostenfeldii, donde a partir de técnicas moleculares (QPCR) y
uso de partidores especificos se trabajo en la identificacion y cuantificacion de las especies nocivas
Alexandrium catenella y Alexandrium ostenfeldii, utilizando para ello muestras de cultivo y probando
en muestras de terreno provenientes del programa de monitoreo; 5) Quistes de resistencia de
dinoflagelados en sedimentos de Los Lagos, Aysén y Magallanes, donde se analizaron muestras
de sedimentos, por medio de microscopia dptica y contraste de fases, las cuales fueron obtenidas
durante otorio e invierno de 2018 y verano de 2019 en 18 estaciones de la red de monitoreo del
programa y donde el objetivo fue conocer la diversidad, abundancia y distribucién de quistes de
dinoflagelados, con especial atencion a quistes de especies nocivas.

Anadlisis de patrones climaticos de gran escala y su relacion con FANs en fiordos y canales del
sur de Chile de las regiones de Los Lagos y Aysén.

Chile posee un extenso sistema estuarino en su extremo austral, el cual esta formado por gran nimero
de islas entrelazadas por innumerables canales y fiordos los cuales se caracterizan por presentar una
compleja dinamica oceanogréfica y bioldgica, jugando un importante rol en la productividad biolégica
y los ciclos del carbono en los ecosistemas acuaticos de la regidn. Por otro lado, estos ecosistemas
se caracterizan por presentar una amplia variedad de floraciones de microalgas nocivas (FANSs), las
cuales presentan algunos patrones caracteristicos de abundancia y distribucién en la zona.

Aunque algunas especies de microalgas nocivas son recurrentes en algunas areas geograficas cada
afio, su abundancia en los fiordos y estuarios chilenos varia localmente y esta determinada por
factores fisicos como luz, patrones de circulacidn, salinidad, temperatura y factores quimicos como la
disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, cambios anormales en estos parametros pueden resultar
en un aumento en la ocurrencia, densidad, cobertura geogréfica y patrones de distribucion de estas
microalgas, asi como eventos esporadicos de especies raras 0 menos abundantes de en la zona, con
graves consecuencias en los recursos costeros, economia local y salud publica.

En este sentido, la modificacidn de las condiciones oceanograficas y meteoroldgicas producidas por
eventos de gran escala tales como El Nifio (ENOS), la Oscilacion Decadal del Pacifico (ODP) y la
Oscilacién Antartica (OA) podrian tener una relacion directa con la ocurrencia de floraciones de
dinoflagelados nocivos en la zona sur de Chile. Por esto, el objetivo este analisis es mostrar la dindmica
de las FANs para ver su relacion con eventos de gran escala.

Para esto, se utilizaron datos oceanograficos, meteoroldgicos y bioldgicos generados de forma
mensual a través de la serie de tiempo que abarca el periodo comprendido entre mayo 2006 a febrero
2017, realizando anomalias estandarizadas tanto de datos fisicos (temperatura, salinidad, velocidad
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del viento, presion barométrica) y biologicos (abundancia relativa de las especies Alexandrium
catenella y Dinophysis acuminata) en 20 sitios de muestreo distribuidos entre las regiones de Los
Lagos y Aysén. Ambas regiones fueron divididas en 4 sub-grupos (Fig. 4.6.1) los cuales fueron
denominados de la siguiente forma: Los Lagos Norte (zona estuario de Reloncavi), Los Lagos Sur
(Zona Quellon), Aysén Norte (Zona Melinka), y Aysén Sur (Zona). De cada una de estas zonas se
escogieron 5 estaciones de monitoreo tomando como criterio principal las que presentaban datos con
mayor consistencia en el tiempo. Luego se realizaron anomalias estandarizadas para toda la serie de
tiempo de cada una de las estaciones de monitoreo con los parametros fisicos y biologicos antes
mencionados. Una vez obtenidas las anomalias estandarizadas se realizaron correlaciones de rangos
de Spearman entre estas frente a los distintos indices climatolégicos como el indice Multivariable de
El Nifio (MEI), el indice de Oscilacién del Pacifico (IODP) y el indice de Oscilacion Antartico (IOA) y
ademas de un indice combinado (promedio) entre el MEI y el IODP. Adicionalmente se obtuvieron
datos de una serie de tiempo satelital para radiaciéon fotosintéticamente activa (PAR)
(https://giovanni.gsfc.nasa.gov/giovanni).

Los datos de indices climatologicos de gran escala para ver los efectos remotos de sefiales de baja
frecuencia sobre la variabilidad oceanografica y biologica se obtuvieron desde las siguientes paginas:
Indice Multivariable del ENSO MEI: http://www.esrl.noaa.gov/psd/data/correlation/mei.data

indice Oscilacion Decadal del Pacifico
https://ds.data.jma.go.jp/tcc/tcc/products/elnino/decadal/annpdo.txt

indice de Oscilacion Antartico
http://www.cpc.ncep.noaa.gov/products/precip/CWIlink/daily ao_index/aao/monthly.aao.index.b79.cur
rent.ascii.table

Abundancia del micro-fitoplancton y Alexandrium catenella, en relacion con los indices
climatico-oceanograficos en la region de Magallanes, Chile: periodo 1997-2017.

El analisis de la data consistid en establecer el grado de correlacion y significancia existente entre la
densidad celular del micro-fitoplancton y la abundancia relativa de A. catenella (AR-Ac) en la regién
de Magallanes, con las condiciones climéticas y oceanogréaficas asociadas a ENOS. Tales condiciones
se encuentran reflejadas en las anomalias expresadas en los indices Multivariados de ENOS (sigla en
inglés MEI), indice de Oscilacion del Sur (sigla en inglés SOI) y la Oscilacién Diaria Antartica (sigla en
inglés AAO). Todos estos indices son de dominio publico y se encuentran en las paginas de la NOAA
(National Oceanic and Atmospheric Administration), en las siguientes direcciones:

http://www.cpc.ncep.noaa.gov/data/indices/MEI;
http://www.ncdc.noaa.gov/teleconnections/enso/indicators/soi.php;

http://www.cpc.ncep.noaa.gov/products/precip/CWIlink/daily ao_index/aao/aao .
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Para el analisis de la data, se utilizé las series de tiempo desde 1994, de las variables densidad de
micro-fitoplancton (Utermohl, 1958); abundancia relativa (AR) de A. catenella (cél 100 uL-' de muestra
de agua sedimentada, recolectadas con red de trama de 20 um, con arrastre vertical desde los 20 m
de profundidad); temperatura del agua de mar y salinidad a 5 m de profundidad (T5m y S5m,
respectivamente). Las variables fueron analizadas por area y estacion de monitoreo. Las areas
definidas para la region de Magallanes son: Norte, N (comprende la Provincia de Ultima Esperanza);
Centro, C (comprende el estrecho de Magallanes y zonas aledafias); Sur, S (canal Beagle) (Fig. 4.6.2).
Las anomalias estandarizadas de estas variables se contrastaron con las anomalias estandarizadas
que definen los indices MEI, SOl y AAO. También fueron estimadas las anomalias estandarizadas de
la pluviometria, temperatura del aire, de las series de tiempo registradas para Punta Arenas, desde
1950, y presion atmosférica desde 1992, de la Estacion Meteoroldgica "Jorge C. Schythe", del Instituto
de la Patagonia, Universidad de Magallanes, Punta Arenas, Chile. Estas anomalias también fueron
contrastadas con los indices y anomalias estandarizadas calculadas para las variables mencionadas
arriba. Para el analisis estadistico se utilizo la correlacion de rangos de Spearman (correlacion no
paramétrica), considerando las anomalias estandarizadas anuales y trimestrales) tanto de los indices
como de las variables. El analisis se realiz6 para cada area geografica arriba definida (i.e. con el total
de sitios de monitoreo por area) y por sitios representativos de éstas, que fueran seleccionados de
acuerdo con los criterios: Grado de correlacion de Spearman vy significancia estadistica, nimero de
sitios con los que se correlaciondé dentro de cada area geografica (i.e. abundancia relativa y toxicidad
por VPM).

Cobertura geografica de dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas y paralizante durante
los ultimos 20 afos en el ecosistema de fiordos y canales sub-antarticos.

Las FANs en Chile, datan desde los afios 70, cuando fue detectada por primera vez (1972) en el
estrecho de Magallanes, la especie Alexandrium catenella (Guzman & Campodonico 1975),
dinoflagelado productor de veneno paralizante de los mariscos (VPM) con efectos fatales en las
personas. Si bien, los primeros registros fueron esporadicos (1972, 1981, 1989), desde 1991, la
microalga se hizo recurrente anualmente hasta nuestros dias. Mas tarde, en 1992, fue detectada en
Aysén (Mufioz et al., 1992), y desde 1998 fue reportada en la region de Los Lagos (Lembeye et al.,
1998). En 2009, A. catenella fue detectada en las aguas de la costa del océano Pacifico de la Isla de
Chiloé (Mardones et al., 2010) y en 2016, la dispersion de esta microalga alcanzé los 39° S, region de
Valdivia, a través de la costa Pacifico (Guzman et al., 2017). En 20 afios, esta especie cubrié la regidn
de Magallanes, entre los 56 y 48°S, ampliando su cobertura geogréfica a todo el sistema de fiordos
(41°-55° S) en los ultimos 40 afios, y mas recientemente, se expandio por la costa Pacifico a latitudes
de Chile centro-sur. En la actualidad, esta especie es una de las mas conocidas en el mundo, por su
condicion de cosmopolita. Sin embargo, durante los Ultimos ocho afios, también se ha observado una
mayor frecuencia de cierres de areas marinas por parte de la Secretaria Regional Ministerial de Salud,
destinadas a la extraccion de moluscos por presencia de toxinas lipofilicas (TL) en la regién de
Magallanes. Esta situacion afecta principalmente al sector de la Pesca Artesanal y la cadena
productiva asociada. Histéricamente, las microalgas productoras de toxinas lipofilicas eran poco
conspicuas hasta 2012 (e.g. Guzman et al., 2012, 2013; Pizarro, 2014). A partir de este afio, la
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concentracion de estas microalgas en el ambiente marino, fue en aumento, aunque con una notoria
variabilidad interanual. Esta expansion geografica de las TL, también se reflejo en el aumento de la
frecuencia de bioensayos positivos en ratones para el Veneno Diarreico de los Mariscos (VDM)
Magallanes (ISP 2010, 2013; Guzman et al., 2017, 2018). En este contexto, los dinoflagelados
productores TL parecen expandirse en direccion sur después de ser reportados por primera vez en
las regiones de Los Lagos (42° S) y Aysén (46° S), en 1970 y 1993, respectivamente.

El objetivo de este estudio fue analizar la tendencia observada considerando las series temporales
anuales de abundancia relativa (AR) disponibles para Magallanes: Desde 1996 para A.
catenella y Dinophysis acuta, y desde 2006 para D. acuminata y Protoceratium reticulatum. Las tres
ultimas especies son productoras de TL en Chile: Pectenotoxinas, okadaatos y yesotoxinas,
respectivamente (Blanco et al., 2006; Alvarez et al., 2011; Fux et al., 2011; Pizarro, 2014). El estudio
constituye informacién base, para continuar con andlisis futuros de variables oceanogréfico-
ambientales asociadas, que pudiesen correlacionarse con el tipo de dispersion geografica observada
por parte de las diferentes especies de microalgas. El parametro utilizado para realizar el trabajo, es
la Abundancia Relativa (AR). Este parametro es mas sensible a la presencia de microalgas y un
indicador rapido de obtener que la densidad de células L-'. Por tal motivo, la AR se utiliza en los
monitoreos de marea roja, como indicador de alerta temprana de la presencia de FANs, sobre todo
productoras de toxinas que afectan la salud humana, para la toma de decision de autoridades de salud
publica, fiscalizadoras y/o administrativo-pesquero. Dado que la mayor base histérica de datos es de
Magallanes, el anélisis se realiza en esta region, sin prejuicio que en analisis futuros se consideren las
otras dos regiones. El procedimiento para obtener la AR es la siguiente: Recolecta de agua mediante
red de arrastre vertical (trama 25 pm) desde los 20 m de profundidad. Se debe acumular 1 L de agua
en un recipiente, se fija con formalina neutralizada (hasta llegar 2%) y se deja sedimentar durante 24
h. Se toma una alicuota de 100 L del material de fondo sedimentado, se deposita sobre un porta-
objeto, y se cubre con un cubre-objeto 18x18mm (3 réplicas). Se cuenta el numero de especies de
interés, y se llevan a una escala de abundancia relativa de 10 niveles categorizados desde ausente
(nivel 0) hasta mega abundante (nivel 9). Una AR >3 se considera como indicador umbral de alerta
temprana de un eventual aumento (o no) en la intensidad de la floracion.

Las bases de datos de AR histdricas utilizadas en este trabajo, corresponden a los monitoreos
sistematicos anuales (muestreo mensual) de marea roja, que iniciaron en el afio 1997 en Magallanes,
con cruceros de monitoreo incipientes en los afios 93-94. En 2006, el monitoreo incorporo las regiones
de Aysén y Los Lagos, debido a su dispersion natural en direccion sur-norte a través de del sistema
de fiordos y canales del sur-austral de Chile, asi como se incorpord las especies que hasta ese
entonces se desconocia el tipo de toxina que producian como por ejemplo D. acuminata y P.
reticulatum. Por este motivo, las fechas de inicio de las bases de datos son:
e Desde 1996 para Dinophysis acuta y Alexandrium catenella;

o Desde 2006 para D. acuminata y Protoceratium reticulatum
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Los pardmetros utilizados como Indicadores de Dispersion fueron: Nivel de AR (0-9), % presencia
temporal anual (AR >0), % frecuencia de los diferentes niveles de AR (niveles 1-6, para graficar) y %
cobertura geogréfica (i.e. N° de estaciones con AR>0).

Contenido vy perfil de toxinas en poblaciones naturales de Alexandrium catenella en canales del
sur de Chile.

El género Alexandrium se encuentra ampliamente distribuido en muchas regiones del mundo. En el
sur de Chile, Alexandrium catenella fue descrito por primera vez en 1972 en Bahia Bell, Magallanes
(Guzman et al, 1975) extendiéndose en el 2016 a zonas estuarinas y oceanicas de la region de Los
Lagos, con un limite norte en la regién de Los Rios (39°S). Muchas especies del género Alexandrium
son productoras de Toxinas Paralizantes de los Mariscos (TPM), describiendo mas de 50 analogos
para este grupo de toxinas, los cuales varian en su configuracion quimica y toxicidad (Wiese et al.,
2010), clasificando como un grupo altamente potente y alcaloides especificos que actlan a nivel
neurotdxico, bloqueando los canales de sodio de la membrana celular, lo cual inhibe los impulsos
nerviosos (Bergkvist et al., 2008). La toxicidad total en los dinoflagelados depende tanto del contenido
de toxina por célula (fmol cel'), como de la composicion de toxina, la cual difiere en las posibles
combinaciones entre Saxitoxina (SXT) y sus derivados (Cembella et al., 1987). La diferencia en su
composicion tiene una importancia en la salud publica, debido a la diferencia de toxicidad entre la SXT.
Esto también aporta al uso de herramientas de identificacion en estudios de interrelacion entre
especies de dinoflagelados y poblaciones, o a unir ciertos dinoflagelados para perfiles de toxinas en
mariscos (Anderson et al 1990). El contenido de toxina puede variar drasticamente en los diferentes
estados de crecimiento (Proctor et al 1975), o bajo diferentes condiciones oceanogréficas, tal como
salinidad (Hwang and Lu, 2000), temperatura (Parkhill and Cembella, 1999), intensidad de luz
(Etheridge and Roesler, 2005) y nutrientes (Maclntyre et al, 1997; Taroncher-Oldenburg et al, 1999).

Estaciones de muestreo en canales Puyuhuapi, Jacaf y Moraleda

Durante una floracién de Alexandrium catenella en el &rea norte de Aysén, se realizé un crucero entre
el 2 al 10 de febrero 2018 en los canales de Puyuhuapi, Jacaf y Moraleda con 14 estaciones de
muestreo (Ver cuadro).

Estacion Nombre Sector Coordenadas

A22 Isla San Andrés Puyuhuapi -44°55'57"S; -73°19'28"0
A20 Faro Marta Puyuhuapi -44°49'30"S; -72°58'10"0
A19 Seno Magdalena Puyuhuapi -44°40'34"S; -72°47'17°0
SM Seno Magdalena interior Puyuhuapi -44°49'30"S; -72°58'10"0
A19N2 Seno Ventisqueros 2 Puyuhuapi -44°27'29"S; -712°35'57"0
A16N1 Punta Apablaza Jacaf -44°31°05”S; -72°40'54"0
A17 Isla Bobadilla — Seno Soto Jacaf -44°25'60"S; -72°54'00"0
A15 Isla Toto Jacaf -44°15'07"S; -73°12'33"0
A14 Seno Miller Jacaf -44°1548"S; -73°04'14"0
E2 Estacion 2 Moraleda -44°14'02"S; -73°19'56"0
E3 Estacion 3 Moraleda -44°19'03"S; -73°25'38"0
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E4 Estacion 4 Moraleda -44°27'24”S; -73°28'49"0
E5 Estacion 5 Moraleda -44°39'59”S; -73°31'36"0
E6 Estacion 6 Moraleda -44°50'38"S; -73°31'15"0

Obtencion de la muestra
Las muestras de agua fueron recolectadas a través de botellas Niskin de 5 litros, mediante arrastres
verticales desde los 20 m a superficie.

Andlisis de fitoplancton

Para analisis de la abundancia del fitoplancton, se recolect6 una submuestra de 250 mL de la muestra
total que se recolectd con las botellas Niskin. Las muestras fueron almacenadas en botellas de
plastico, siendo fijadas y preservadas inmediatamente con una solucién de Lugol al 1%.

Andlisis de toxinas

Las muestras de agua fueron filtradas a través de filtros GF/F de 47 mm de diametro y congeladas
inmediatamente (-20°C), hasta ser analizadas en el Laboratorio de HPLC. De esta manera, la
identificacion y cuantificacion de toxinas paralizantes fue realizada en un cromatografo liquido
Shimadzu LC-10 ADvp, equipado con horno de columna CTO 10-10 Avp a 35°C, con detector de
fluorescencia (CL-F1) siguiendo el método de Franco & Fernandez-Vila (1993). Una columna Inertsil
ODS-3 C18 (150 x 4.6 mm ID, 5 micras) (GL Sciences Inc., Japon) fue utilizado para confirmar la
presencia de GTXs, dcGTXs y Cs en los estandares y las muestras, mientras que una columna
Licrosphere 100 RP-18 (12.5 x4 mm ID, 5m), se usé para la separacion de SXT, neoSTX y dcSTX. El
primer eluyente isocratico para la separacion de SXT, neoSXT y dcSTX, aplicado a un flujo de 1 mL
min-1, consistié en 94% 1mM de octano sulfonato de sodio (OSA) en 10 mM de &cido fosforico (HsPOs),
y se ajusté a pH 7.2. Se le afiadié acetonitrilo hasta obtener un 6%. El segundo eluyente isocratico
para separar las GTXs y dcGTXs, aplicado a un flujo de 0.8 mL min-! que consistié en 2 mM de
tetrabutilamonio fosfatos en 10 mM H3POs y se ajustd a pH 6.0. Todas las soluciones acuosas fueron
ajustadas a pH con 0.5 M de Hidroxido de Amonio (NH4OH). Para la reacciéon de oxidacion y
acidificacion postcolumna, los reactivos fueron afadidos mediante dos bombas de la Serie |
LabAllinace. La reaccién de oxidacién se llevo acabo en una bobina de teflén (10 m, 0.5 mm DI) a
65°C usando 0.5 mL min-' mM de acido 7.0 periédico y 50 mL H3PO4 solucion acuosa, la cual se
ajustd a pH 9.0 con 5M de Hidroxido sddico (NaOH). El efluente se acidificd con 0,5 mL min-' 0,5M de
acido acético. Los derivados de la toxina fluorescentes se detectaron con un detector
espectrofluorométrico Shimadzu RF-551, equipado con una ld&mpara de 150 W xenén (Ushio), una
celda de flujo de 12 L, con longitud de onda de excitacion de 330 nm y emision de 390 nm (15 £ 5 nm
de ancho de banda), y una relacién sefial ruido de 3.

Analisis de nutrientes

Las muestras de agua fueron filtradas a través de filtros de jeringa Millipore Millex PVDF 0.45 pum 'y
congeladas inmediatamente (-20°C) hasta su analisis en laboratorio. Los analisis de Nitrito (NO2) y
Nitrato (NO3) se realizaron a través de un autoanalizador de nutrientes AQ-400 marca SEAL Analytical
y las técnicas a aplicar, en el caso de los nitritos y nitratos, estan basado en el EPA 600/R93/100,
método 353.2, rev 2.0.
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Registro de dinoflagelados de los géneros Karenias, Azadinium y Amphidoma en la region de
Magallanes.

En las 84 estaciones presentes en la region de Magallanes, se realizaron muestreos de la columna de
agua entre los 20 m de profundidad y superficie, utilizando una manguera de 2,5 cm de diametro. La
columna de agua fue fraccionada en dos: superficie a 10 m y de 10 a 20 m de profundidad (se recolecté
una muestra por estrato). El agua contenida en cada uno de los estratos obtenidos de la manguera es
traspasada a un recipiente donde es homogenizada para luego tomar una muestra en un frasco de
125 mL las cuales son fijadas con Lugol para su posterior analisis en laboratorio. Las muestras fueron
contabilizadas a nivel especifico en camaras de sedimentacion, cuyo volumen fue seleccionado de
acuerdo a la concentracién de la muestra. La cdmara mas utilizada fue la de 10 mL, pero también se
utilizaron camaras de 50 mL dependiendo de la densidad en cada muestra. Para el recuento celular
se aplico la técnica de Utermaohl (1958), en microscopios invertidos dotados con contraste de fase.

Respuesta a variaciones en salinidad y potencia citotoxica de Pseudochatonella verruculosa
aislada desde el seno de Reloncavi.

Area de estudio

En los fiordos del norte de la Patagonia (42-44°S), donde se han registrado eventos de floracion de
Pseudochattonella, la distribucion vertical de las masas de agua presenta una estructura de tres capas.
Una capa superficial de aguas estuarinas (AE) (AE-Marinas de 21 a 31 psu; AE-Salobres de 11 a 21
psu y AE-Agua dulce de 2 a 11 psu) entre 0 y 20-30 m que aumenta su salinidad a medida que se
aleja de las fuentes de agua dulce (Fig. 4.6.3 A). Una capa intermedia de aguas subantarticas (ASA
33 psu) entre 30 y 150 m que entra en la parte interior de los fiordos desde el sur. La mezcla entre AE
y ASA en la parte interior de los fiordos se denomina Aguas Subantarticas Modificadas (ASAM). Una
capa profunda de restos de aguas subsuperficiales ecuatoriales (ESSW> 33) desde 150 m hasta el
fondo oceanico penetra en el mar interior de Chiloé a través del canal de Chacao y boca del Guafo
(Fig. 4.6.3 B) (Silva etal., 1998). Segun Castillo et al. (2015), las aguas en el fiordo de Reloncavi estan
dominadas a lo largo de las estaciones por AE en la capa superior y ASAM en la capa profunda.

Origen y mantencion de cultivos

Microalgas

Un cultivo monoclonal de la dictyochophyta Pseudochattonella ARC498 se origind a partir de una
célula vegetativa obtenida desde el seno de Reloncavi durante la floracién de 2016. Los cultivos no
axénicos se mantuvieron en medio F/2 (Guillard & Ryther, 1962) a 15°C en agua de mar filtrada y
esterilizada (0,22 pum) (25 psu) a 20 ymol fotén m2 s+ (ldmparas fluorescentes blancas frias) bajo un
régimen luminico 12:12 h luz:oscuridad.

Lineas celulares branquiales
La linea celular RTgill-W1, originalmente cultivadas a partir de los filamentos de las branquias de
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Bols et al., 1994), se adquirié de la American Type Culture

Collection (CRL-2523, ATCC). Las células se cultivaron en frascos de 25 cm? (3100-025, lwaki) a 17°C
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en oscuridad en medio L-15 de Leibovitz (L1518 Sigma), suplementado con suero fetal bovino al 10%
(viv) (FBS, 12003C, Sigma) y una solucién antibiética-antimicotica (A5955, Sigma) que contiene
anfotericina B (25 mg mL-"), estreptomicina (10 mg mL-') y penicilina (10,000 unidades mL-"). Se utilizd
0.25% de tripsina - 0.02% de EDTA en solucién salina equilibrada (59428C, Sigma) para separar las
células que crecieron como una monocapa adherente en el fondo de los frascos. Los sub-cultivos se
repicaron normalmente dos veces por semana en una proporcion de 1:2 en relacion al medio L-15.

Identificacion molecular de Pseudochattonella

Las células provenientes cultivos monoclonales de la cepa ARC498 (nimero de acceso de GenBank
MK106355.1) se concentraron mediante centrifugacion a 1500 g durante 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante se descarto y los agregados celulares se incubaron a 65°C durante 3 horas en 1 mL de
tampdn CTB y 10 pL de proteinasa K (10 mg mL-1). La region LSU (D1-D3) del gen rDNA se amplificd
utilizando los partidores D1R y D2C (Edvardsen et al., 2003; Scholin et al., 1994) en un Thermo-Cycler
SimpliAmp (Applied Biosystems). El protocolo de PCR fue el siguiente: paso de desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 1 min, seguido de 35 ciclos a 95°C durante 30s, 56°C durante 30s, 72°C durante
30s, seguido de una extension de 7 min a 72°C. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de
agarosa al 1,5% y el producto se purificd utilizando el kit de purificacién de banda de gel y ADN de
lllustra GFX PCR (GE Healthcare) y se secuencié en ambas direcciones en Macrogen Korea. Las
secuencias de ADNr de LSU se alinearon junto con las secuencias disponibles en GenBank utilizando
MUSCLE (Edgar, 2004), implementado en Geneious (Biomatters Ltd.). Las regiones inalienables se
excluyeron de la alineacion de LSU. Se usé jModeltest (Posada, 2008) para identificar modelos
apropiados de evolucion de secuencia (LSU: GTR + 1) y se realizaron analisis de méxima verosimilitud
utilizando PhyML (Guindon et al., 2010). Los valores de soporte se estimaron mediante la prueba de
relacion de verosimilitud (aLRT, Anisimova & Gascuel, 2006) y el analisis bootstrap (1000
repeticiones). Los andlisis bayesianos se realizaron utilizando MrBayes V3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003) utilizando el modelo apropiado (GTR + I).

Caracteristicas morfolégicas y crecimiento de los cultivos de Pseudochattonella

Imagenes obtenidas en Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El anélisis MEB se realizé siguiendo Botes et al. (2002). Brevemente, un cultivo de P. verruculosa se
fij6 1:1 con 2% de tetroxido de osmio (OsO4) mezclado con agua de mar filtrada. La solucion al 1% de
células fijas y OsO4 se aplicd sobre cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina (P-4832, Sigma) y se
dejé durante aproximadamente 30 minutos para la adhesion de las células de P. verruculosa a los
cubreobjetos. Las células unidas se lavaron sumergiendo los cubreobjetos durante 10 min en una
solucién 1:1 de agua destilada y agua de mar filtrada, seguido de un lavado de 10 min en agua
destilada. Los cubreobjetos se tomaron luego a través de una serie graduada de etanol (30, 50, 70,
80, 90, 95y 100%, 10 minutos en cada paso). Tras la eliminacion del etanol al 100%, se agregaron
inmediatamente unas gotas de hexametildisilazano (HMDS) sobre los cubreobjetos para sustituir el
punto critico de secado (CPD). Las muestras se recubrieron con oro-paladio (60:40) y se observaron
con un JEOL JSM 6380LV SEM.
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Crecimiento de los cultivos de Pseudochattonella

Cultivos de P. verruculosa ARC498 en etapa de crecimiento exponencial se aclimataron a los
tratamientos de salinidad objetivo (15, 20, 25, 30 y 35 psu) durante 3 semanas antes de los
experimentos (correspondientes a 10 generaciones). Los cultivos pre-aclimatados se inocularon en
matraces estériles de 60 mL de poliestireno que contenian 50 mL de medio F/2 ajustados a las
condiciones de salinidad objetivo. Todos los tratamientos se realizaron en triplicado con una densidad
celular inicial de 500 cel mL-'. Se ajusto la intensidad de la luz a 20 pmol fotdn m2 s, ya que se
considerd la irradiancia de saturacion optima para el crecimiento de la cepa ARC498 a partir de
mediciones pre-experimentales (datos no mostrados). Asi, las tasas de crecimiento obtenidas en los
cinco tratamientos de salinidad corresponden a tasas maximas. El experimento se llevé a cabo durante
27 dias con muestras para conteo celular tomadas cada 3 a 7 dias. La concentracion celular se
determind inmediatamente después del muestreo, en funcion de las células fijas con Lugol tamponado,
cuantificadas bajo un microscopio de luz invertida (Olympus, CKX41) utilizando una camara de
Sedgewick-Rafter. En cada fecha de muestreo, se us6 el numero de células promedio obtenido de las
tres réplicas para calcular la tasa de crecimiento p (d-') segun:

_ In(c1/co)
t — 1o

donde ¢, y c1 corresponden a las concentraciones celulares (cél mL-1) al inicio (to) y al final (1) del
periodo de incubacion (dias), respectivamente. Al final del experimento, todos los cultivos se dejaron
durante 15 dias en las condiciones experimentales originales para observar el comportamiento de las
agregaciones de células multinucleadas segun lo descrito por Tomas et al., (2004). Se cree que estas
agregaciones de células sirven como etapas de reposo y pueden potencialmente liberar un gran
numero de células hijas, lo que podria alterar la estimacion in vitro de las tasas de crecimiento debido
a un aumento repentino de células.

Medicion de citotoxicidad en Pseudochattonella

El ensayo de citotoxicidad con P. verruculosa se llevo a cabo utilizando microplacas convencionales
de multiples pocillos de acuerdo a Dorantes-Aranda et al., (2011). Los cultivos con células branquiales
confluentes se tripsinizaron (59428C, Sigma) para el desprendimiento, se contaron con un
hemocitometro y se ajustaron a una concentracién de 2 x 105 cél mL-' en medio L-15. Posteriormente,
las células branquiales se sembraron por cuadruplicado en microplacas de fondo plano de 96 pocillos
(3860-096, Iwaki, Japon), utilizando un volumen de 100 uL por pocillo. Después de 48 horas a 17°C
en oscuridad donde las células branquiales se adhirieron al fondo del frasco, se descart6 el medio L-
15, las células se enjuagaron con PBS y se expusieron a un tratamiento de 100 uL de células lisadas
de Pseudochattonella y medio sobrenadante de cultivos a 25y 35 psu a 17°C en oscuridad. El uso de
estas salinidades se explica a continuacion: una salinidad de 25 corresponde a un valor medido por
encima de la picnoclina durante el evento El Nifio 2016 en el seno de Reloncavi (Clément et al., 2016),
y valores de 35 psu son consistentes con los valores de salinidad medidos en el agua sub-superficial
ecuatorial en el océano expuesto (AESS) (Silva et al., 1998). Los tratamientos con sobrenadantes y
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células lisadas se prepararon a partir de cultivos de Pseudochattonella en la fase de crecimiento
exponencial en cinco concentraciones diferentes (10, 100, 1000, 10,000 y 100,000 cél mL-"). La
suspension de sobrenadante se prepard mediante centrifugacion de cultivos durante 5 minutos a 3500
rpm y luego se diluyé cuando fue necesario. La suspension de células lisadas se prepard por
sonicacion de muestras diluidas durante 10 minutos a una amplitud de 10 ym (peak to peak) a 17°Cy
se filtrd usando una jeringa con un filtro de nylon (0,22 um). Después de 1h de exposicion, se determiné
la viabilidad de las células branquiales utilizando medio L-15/ex (Schirmer et al., 1997), una version
modificada del medio L-15, que contiene el 5% del colorante indicador alamarBlue (DAL1025,
Invitrogen) (Pagé et al., 1993). El medio que contiene el colorante indicador se agregé a todos los
pocillos sembrados con células y se incubd durante 2h en la oscuridad (Dayeh et al., 2005). Usando
un lector de microplacas (FLUOstar OMEGA, BMG Labtech), la sefial de fluorescencia de alamarBlue
se detect6 usando filtros de excitacion y emision de 540 y 570 nm, respectivamente. La viabilidad de
las células branquiales se expres6 como porcentaje de respuesta de los tratamientos en relacion con
los controles (% de control).

Analisis de datos

Para explorar el efecto de la salinidad en el crecimiento y la potencia ictiotoxica de P. verruculosa, se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) basado en modelos de regresion lineal simple sobre la
densidad celular méaxima, la tasa de crecimiento especifica maxima (umax) y la viabilidad de las células
branquiales vs la densidad celular de Pseudochattonella (compuestos intra- y extracelulares). La
normalidad y la homogeneidad de las varianzas se evaluaron mediante el método de Kolmogorov-
Smirnov y la prueba de Levene. Se realizd un analisis post hoc utilizando una prueba Tukey HSD para
determinar las diferencias entre los tratamientos. La hipétesis nula (sin diferencias en las respuestas)
se rechazd en todos los analisis estadisticos si el valor p respectivo correspondia a <0.05. Estos
analisis se realizaron utilizando el software R v. 3.0.1 (Ihaka and Gentleman, 1996; http://www.r-
project.org).

Identificacion molecular de los dinoflagelados Alexandrium catenellay Alexandrium ostenfeldii

Existen numerosas formas para monitorear ecosistemas costeros con la finalidad de una deteccion
oportuna sobre la presencia de especies de microalgas nocivas que puedan causar dafios a la salud
publica (imagenes satelitales, microscopia, modelacion biolégica, analisis de toxinas, etc.), sin
embargo, las especies que componen el fitoplancton representan un desafio para la taxonomia clasica
debido a las similitudes morfoldgicas entre especies, existencia de especies toxicas y no toxicas, ciclos
de vida complejos, entre otros aspectos (Dyhrman et al. 2006). En la actualidad, el desarrollo de
técnicas moleculares de identificacion ha aumentado en los ultimos 15 afios, generando valiosa
informacién en cuanto a la presencia y distribucion de especies a lo largo de los diferentes océanos
(Anderson et al. 2012). Particularmente la gendmica es el area que se ha visto particularmente
favorecida en términos de aumento exponencial de secuencias de diferentes especies depositadas en
base de datos online (NCBI, https://www.ncbi.nim.nih.gov/), directamente relacionado al desarrollo de
técnicas de secuenciacion. Esta disciplina se enfoca en el analisis de secuencias nucleotidicas para
analizar sistemas biol6gicos complejos, y quizas representa la fuente méas probable de innovacion en
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las técnicas de monitoreo en ecosistemas marinos (Bourlat et al. 2013). Una de sus aplicaciones ha
sido el analisis de variacion de nucledtidos y el descubrimiento a gran escala de marcadores genéticos,
que pueden ser usados para evaluar la diversidad genética dentro y entre especies relacionadas, para
investigar aspectos poblacionales como su demografia y estructura genética (Casibianca et al., 2017).
En la actualidad, la aplicacion de un marcador genético como criterio para identificar y cuantificar
especies nocivas han sido descritas en varias especies, incluyendo al género Alexandrium (Hosoi &
Sako, 2005), uno de los principales responsables de florecimientos nocivos en las costas chilenas y el
mundo.

Uno de los métodos derivados de la sintesis en cadena de la polimerasa (PCR) es la PCR cuantitativa
(qPCR), la cual incorpora en su reaccion un fluoroforo que se une a la doble hebra de ADN, reaccion
que produce fluorescencia y que es capturada por un sensor, permitiendo ver en tiempo real como a
partir de un fragmento se obtienen millonésimas copias del mismo. Su especificidad esta asociada a
la identificacion de regiones en el ADN especie-especificas para el disefio de primers que permitan la
identificacion precisa de la especie de interés (Farrell et al. 2016). Este método resulta atractivo desde
el punto de vista de la especificidad y su rapidez en el tiempo de anélisis, lo cual permite detectar
rapidamente un numero limitado de organismos eucarioticos y/o procariotas especificos dentro de un
escenario ecoldgico mixto (Galluzzi et al. 2005). Los riesgos ecologicos y econdmicos que se asocian
a un FAN han sido uno de los principales factores que han gatillado la utilizacién de la gPCR como un
método rapido y rentable que detecte especies potencialmente dafiinas y productoras de toxinas en
areas geograficas donde se produce la pesca y acuicultura (Farrell et al. 2016), sin embargo, el disefio
de marcadores para la deteccion de especies pertenecientes al género Alexandrium no ha sido
desarrollada para las costas chilenas. Dentro de los marcadores rutinariamente escogidos para la
identificacién de regiones gendmicas especie-especificas, se destaca los genes ribosomales 18S
(SSU o Small subunit ribosomal gene) y 28S (LSU o Large subunit ribosomal gene), la subunidad 5.8S
y dos espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) (Kavanagh et al. 2010). Particularmente los
genes 18S y 28S presentan regiones altamente conservadas, por lo tanto, son Utiles para establecer
relaciones filogenéticas a diferentes niveles taxonémicos (Edvardsen et al. 2003; Galluzzi et al. 2005),
ademas, han sido reportadas en diferentes especies de dinoflagelados (Edvardsen et al. 2003; Galluzzi
et al. 2005; Akselman et al. 2015; Vandersea et al. 2017).

Una modificacién a gqPCR basado en sondas de hibridacion es el método denominado TagMan, el cual
ademas de los 2 partidores usados normalmente, se agrega una sonda marcada en sus extremos 5’
con un quencer y en su extremo 3’ un reporter, los cuales al momento de hibridar con el ADN
complementario generan fluorescencia, que al igual que en el gPCR tradicional, es detectado por un
sensor. La ventaja de agregar esta sonda es que la especificidad de la amplificacién aumenta ya que
es especifica para el producto de PCR generado usando los partidores anteriormente sefialados
(Hosoi & Sako 2005; Kavanagh et al., 2010). Para el género Alexandrium el desarrollo de sondas
TagMan ha sido descrita utilizando genes involucrados en la produccion de toxina, como por ejemplo
el gen de la saxitoxina (STX). Este mecanismo de produccién de toxina ha sido bien descrito en
cianobacterias, pero en dinoflagelados ain no ha sido bien dilucidado, por lo que el desarrollo de
sondas en genes involucrados en este proceso es un area poco desarrollada (Casibianca et al., 2017;
Savela et al., 2016).
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La caracterizacion de marcadores moleculares en dinoflagelados para una rapida y precisa deteccion
en especies como A. catenellay A. ostenfeldii en las costas chilenas representa un desafio importante,
ya que la informacién generada puede ser rapidamente entregada a las autoridades correspondientes
para la toma de decisiones, como por ejemplo, el cierre de zonas de extraccion de mariscos, sin
embargo, es necesaria una correcta calibracion de la técnica para asegurar que la abundancia celular
(cel mL-") sea reflejada a nivel molecular.

Disefio de marcadores moleculares

Se descargaron secuencias del gen 28s (LSU) y 18s (SSU) de las especies Alexandrium catenella,
Alexandrium ostenfeldii, provenientes de la base de datos NCBI en la seccion nucledtidos, las cuales
se alinearon para buscar regiones conservadas que permitan el disefio de primers (Forward and
Reverse) para la técnica de gPCR, los cuales fueron enviados a sintetizar en la empresa IDT
(Integrated DNA Technologies, https://www.idtdna.com/). Una vez recibidos los nuevos primers se
probaran en muestras cultivos monoclonales de las especies objetivo (A. catenella y A. ostenfeldii), en
diferentes concentraciones celulares para determinar los limites de deteccidn y también en muestras
de ambiente.

Extraccion de ADN

Para las muestras de cultivo la extraccion de ADN se realizara a partir de un volumen de 10mL, el cual
se filtrd usando papel de microfibra de 47mm de diametro (Whatman™) y apertura de poro de 1.2um.
La extraccion de ADN se evalud usando tres métodos distintos: CTAB, Kit Qiagen DNA plant y Fenol-
cloroformo, con la finalidad de optimizar la cantidad y la calidad de ADN extraido, el cual sera
cuantificado usando el kit dSDNA BR Assay (Invitrogen) y el equipo Qubit V4 (Invitrogen) mientras que
la integridad se corrobord usando geles de agarosa.

PCR con partidores especie-especificos

La PCR usando los partidores disefiados anteriormente sera en un volumen de reaccion de 25L, la
cual sera compuesta por los reactivos descritos en el cuadro. El producto de PCR obtenido se purifico
usando el kit EZNA, el producto se envi6 a secuenciar a la empresa MACROGEN Inc (Korea), con la
finalidad de establecer la especificidad de los partidores con las especies objetivo.

Reactivos y volumenes ocupados para la PCR de secuenciacion.

Reactivos 1]
Buffer 1,5
dNTPs 1,5
MgCl 0,75
F 0,5
R 0,5
Taq 0,07
H20 17,68
ADN 5
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PCR en tiempo real

Una vez determinada la especificidad de los partidores antes sefialados mediante PCR tradicional, se
empleara diluciones seriadas para determinar la eficiencia de estos, usando PCR tiempo real (qPCR).
Con la eficiencia establecida anteriormente los primers seran testeados en muestras de monocultivo
en una bateria de concentraciones desde 25 a 3000 cél mL-! con la finalidad de detectar los limites de
deteccion. De forma paralela los partidores se probaran en muestras de ambiente para determinar
concentraciones de las especies objetivos en este tipo de muestras usando el kit Master mix
LightCycler 480 II.

Quistes de resistencia de dinoflagelados en sedimentos de Los Lagos, Aysén y Magallanes

Muestreo de sedimentos y analisis de quistes de dinoflagelados

Previa revision de los resultados obtenidos bajo este mismo programa en etapas previas, y la de otros
programas (e.g. CIMAR), las muestras de sedimentos para el estudio de quistes de dinoflagelados
fueron recolectadas a través de buceo desde un total de 16 sitios considerando el tipo de sedimento
mas apropiados (limo, arcillas y arenas finas). Los sitios estan distribuidos en las tres regiones
administrativas consideradas en este programa (ver cuadros). EI muestreo se realizo,
secuencialmente, primero en la region de Los Lagos, luego en region de Magallanes y finalmente en
la region de Aysén, en otofio e invierno de 2018 y verano de 2019, respectivamente. Para ello se utilizo
un frasco cilindrico de 3 cm de boca con tapa y contratapa y recogiendo el material depositado sélo
en los tres primeros centimetros de sedimentos en cada estacion. Las muestras no fueron fijadas y
los frascos fueron cubiertos con papel de aluminio y almacenados a 4°C para evitar la germinacion de
los quistes.

Sitios de muestreo de sedimentos en la regién de Los Lagos

Estacion Asasao | Pichicolo | C. Dalcahue | |I. Talcan
Cadigo L22 LOBN3 L11 L14
Fecha 17-05-18 | 27-03-18 | 29-03-18

Sitios de muestreo de sedimentos en la region de Aysén

Estacion S.Canalad | S.Medio | S.Ventisquero 2 | I. Canquenes | C. Grande
Cadigo A18N2 A18N3 A19N2 A26 A52

Crucero Cr10 Cr10 Cr10 Cr10 Cr10
Fecha 14-01-2019 | 14-01-2019 14-01-2019 15-01-2019 | 15-01-2019
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Sitios de muestreo de sedimentos en la regién de Magallanes

Estacion B. Liberta | C. Williams | B. Ensenada | E. Wickham | B. Cordes B. Bell P. Eugenia
Cédigo MO05 M17 M18 M26 M32 M33 M46
Crucero Cr5 Cr5 Cr5 Cr5 Cr5 Cr5 Cr5
Fecha 22-07-2018 | 25-07-2018 | 25-07-2018 | 10-08-2018 | 09-08-2018 | 12-08-2018 | 27-08-2018

Las muestras de sedimento fueron procesadas siguiendo el método biologico de limpieza y
concentracion de quistes descrito por Matsuoka & Fukuyo (2000). Resumidamente, el método
consistié en mezclar una cantidad conocida de sedimento (entre 1y 3 cm-3 de sedimento himedo) con
agua de mar filtrada, sonicar con ultrasonido para separar las particulas de los quistes, y filtrar a través
de mallas de 100 pmy 20 pm. La fraccién 100-20 um es lavada con agua de mar filtrada y luego
traspasada a un contenedor de vidrio graduado anotando su volumen final. De este volumen, una
alicuota de 1 mL fue analizada utilizando una cdmara de conteo Sedgewick-Rafter bajo aumentos de
100x y 400x utilizando un microscopio éptico con contraste de fases y camara digital.

La identificacion de los quistes fue realizada de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas, tales como,
tipo de pared, procesos, color y arqueopilo (estructura por donde sale la célula al germinar el quiste),
referidas en publicaciones especializadas (e.g. McMinn et al., 2010; Mertens et al., 2012; Zonneveld
& Pospelova, 2015; Liu et al., 2015; Mudie et al., 2017).

4.7 Metodologia Objetivo Especifico 7

7. Mantener la distribucion de la informacion generada por el programa orientada a la autoridad y a
todo publico.

Sistema de distribucion de la informacion.

La modificacién aplicada en la etapa previa, se ha continuado aplicando, particularmente en lo que se
refiere a los estimadores de abundancia relativa, sin perjuicio de la inclusion de otras variables que
son registradas en el programa. El trabajo ha estado orientado hacia dos publicos objetivo, el
representado por la autoridad de Salud y Pesca-Acuicultura, entre los que se incluyen también los
especialistas y profesionales con entrenamiento superior interesados en floraciones de algas nocivas
y toxinas marinas, y el Publico en general. Respecto de los primeros, interesa que la informacién, esto
es, abundancia relativa de diferentes taxones, sea de conocimiento y comprension rapida y simple. Se
mejoré la representacion gréfica de los estimadores, tanto para dimensionar los cambios temporales,
pero también para apreciar de una mejor forma la distribucién espacial. Por lo mismo el SIG que esta
actualmente habilitado, y la pagina WEB institucional, fueron modificados para lograr un acceso simple
y disponer en forma periodica de estos antecedentes. En cuanto al otro colectivo, esto es, publico en
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general, se ha incorporado la informacién a Twitter y Facebook, de una manera resumida y sintética a
fin de que las personas puedan lograr una idea cabal de la distribucion y abundancia de las microalgas
nocivas.

Las estimaciones de abundancia relativa de Alexandrium catenella, han tenido prioridad, segregando
por sector geografico y/o presentacion global de la informacion en toda el area de estudio. En la
distribucion de la informacién siempre se ha privilegiado la autoridad pertinente. Se ha simplificado la
complejidad del mensaje cuando estd dirigido a personas no entrenadas pero que requieren
antecedentes respecto de lo que ocurre en su entorno.

4.8 Metodologia Objetivo Especifico 8

8. Realizar un taller de presentacion de resultados (mayo 2006 — febrero 2019), con énfasis en los
resultados obtenidos durante la etapa Xll, sin perjuicio de comprometer la presentacion de trabajos
indistintamente en seminarios, congresos, conferencias, simposios y/o publicacion de articulos
cientificos.

Se realizé un Taller de Finalizacién el dia martes 14 de mayo 2019, el cual estuvo orientado a la
difusién y discusion de los temas centrales y resultados del Programa de Manejo y Monitoreo de
Mareas Rojas durante el periodo 2006-2019 con la participacion de representantes de diversos
sectores vinculados al tema de floraciones algales nocivas, tanto del sector publico como privado,
ademas de académicos e investigadores de diferentes universidades y centros de investigacion,
incluyendo investigadores y técnicos del grupo de trabajo del Centro de Estudios de Algas Nocivas
(CREAN) del Instituto de Fomento Pesquero.

El seminario contd con dos bloques de presentaciones a cargo de investigadores del Instituto de
Fomento Pesquero (IFOP); cada presentacion fue de 15 minutos, y cada cinco presentaciones se
dispuso un tiempo de 15 minutos para consultas y comentarios. Previo al inicio y al cierre se entregaron
palabras ligadas al estudio, su importancia y proyecciones.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Aspectos generales.

De manera similar a lo realizado en etapas previas, los resultados obtenidos en la etapa XlI se analizan
de manera general y descriptivamente. Los datos de esta etapa se entregan por subprograma, region
administrativa, crucero y estacion de muestreo. Para cada sub-programa los antecedentes que se
incluyen en la base de datos es la siguiente:

a) Sub-Programa Monitoreo Regular:
Para las tres regiones administrativas se entrega la informacién recolectada desde el 1er crucero
hasta el 110 crucero (Base de datos 1 en el CD). En la base datos se incluye un archivo por
subprograma y regién administrativa con las fechas de muestreo, organizadas por localidad y
crucero.

b) Sub-Programa Vigilancia y Fiscalizacion:
Se entrega la informacién disponible desde el 1er crucero hasta el 31er crucero (Base de datos
1 en el CD). En la base datos se incluye un archivo por sub-programa y regién administrativa con
las fechas de muestreo, organizadas por localidad y crucero.

¢) Sub-Programa Raul Marin Balmaceda:
Se entrega la informacién disponible desde el 1er crucero hasta el 31er crucero (Base de datos
1 en el CD). En la base datos se incluye un archivo por subprograma y region administrativa con
las fechas de muestreo, organizadas por localidad y crucero.

5.1. Objetivo especifico 1:
1. Conocer la abundancia y distribucién espacio temporal de Alexandrium catenella, A. ostenfeldii,

Dinophysis acuminata, D. acuta, Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf.
pseudodelicatissima, en la red de estaciones de monitoreo antes citada.

Los resultados asociados a este objetivo corresponden a los valores cuantitativos en el caso de VPM
y VAM, y valores cualitativos, los cuales indican la positivos o negativos, para el caso del VDM.

Distribucién de toxinas en la macroregién sur-austral, Etapa XII.

Toxina VPM.

La region de Aysén, fue la que presentd el mayor rango de toxicidades por sobre el limite normativo
(80 pg STX Eq. 100 g'), que fue 81-5.453 ug STX Eq. 100 g-'por VPM (Fig. 5.1.1). EI 90% (N=57)
de las estaciones monitoreadas (N=63) estuvieron dentro de este rango. El VPM alcanzé niveles de
toxicidad >1000 ug STX eq. 100 g! en gran parte de la region de Aysén, entre los meses de marzo y
mayo de 2018. El nivel maximo de toxicidad (5.453 ug STX eq. 100 g-') ocurri6 en la estacion A50
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(Tronador). Los niveles subtdxicos (<80 pg STX eq. 100 g), afectaron al 69% (N=44) de las
estaciones y ocurrié con mayor frecuencia dentro del periodo de julio 2018 y febrero de 2019.

En el caso de la region de Los Lagos, los niveles méaximos de toxicidad por VPM alcanzaron niveles
entre 85y 200 ug STX Eq. 100 g, afectando el 16% del total de estaciones monitoreadas (N=37).
Las estaciones afectadas se localizan en el sector Chiloé sury fueron: L22, L22N1-3, L23, L23N2, L24
y L24N1 (B. Asasao, Ens. Quilanlar, Inio, I. Redonda, |. San Pedro, |. San Pedro 2, |. Guapiquilan y |.
Guapiquilan 2, respectivamente). Estos mayores niveles de toxicidad, ocurrieron en los meses de
mayo 2018 (56% de las toxicidades), julio-agosto (40% de las toxicidades) y en diciembre (4% de las
toxicidades). Los niveles subtoxicos (<80 pug STX Eq. 100 g') ocurrieron en las mismas estaciones en
que se detectaron los mayores niveles de toxicidad por VPM, pero sumandose a este grupo, las
estaciones L16, L19 y L19N1 (I. Chaullin, Pta. Chiguao y Yelcho, respectivamente). Las mayores
frecuencias de los niveles subtdxicos, ocurrieron en el invierno (42% de las toxicidades), i.e. entre los
meses de julio y septiembre 2018, y en primavera (33% de las toxicidades), i.e. entre los meses de
octubre y diciembre. En verano (enero-febrero 2019) y otofio (marzo-mayo), las frecuencias de estos
niveles de toxicidad fueron sélo de un 11y 15% de las toxicidades registradas, respectivamente.

En la region de Magallanes, los niveles de toxicidad por VPM predominantes durante el periodo
monitoreo etapa Xl fue de “No Detectable” (ND). El rango maximo de toxicidad fue 86 - 204 ug STX
Eq. 100 g'd, y ocurrieron entre los meses de marzo y julio 2018, y en solo 2 estaciones (3% de las
estaciones monitoreadas, N=71). Estas estaciones fueron: M04 y M05, C. Adalberto y B. Liberta,
respectivamente. Los niveles subtdxicos (<80 ug STX Eq. 100 g-'), ocurrieron en un 40% de los sitios
monitoreados. De estos sitios, 18 se localizaron en el sector norte, 2 en el centro y 9 en el sur, en los
meses de primavera-verano, i.e. periodos septiembre- diciembre 2018, y enero-febrero 2019, meses
en los que se concentrd el 62% de los niveles subtdxicos registrados.

Toxinas Lipofilicas.

La distribucidn de las toxinas lipofilicas (VDM por bioensayo ratén) durante el periodo de monitoreo,
fue positiva en las 3 regiones que conforman la macrozona sur-austral de Chile (Fig.5.1.2). No obstante
que la figura 1.2 muestra una distribucion geogréafica relativamente homogénea de la toxina, la
frecuencia de toxinas lipofilicas positivamente detectadas por estacion, fue muy diferente.

La region de Aysén, presentd un 51% (N=32) del total de estaciones monitoreadas, con una frecuencia
de toxina positiva >50% de las veces en que fueron muestreadas, i.e. de un total de 11 cruceros de
monitoreo. Estas estaciones estan distribuidas principalmente en Aysén continental norte, iniciando
en el canal Jacaf, en cuyo interior también se encontrd distribuida, continuando por la costa continental
hasta cubrir el sector sur de la region. En la costa de Aysén insular, también destacaron las estaciones
A33, A37, A39, A40 y A51 (I. Concoto, |. Teresa, Pto. Lampazo, |. Silachilu y C. Vicufia,
respectivamente), con registros positivos de toxina lipofilica >50% de las visitas, de un total de 11
visitas realizadas a estas localidades. El rango de frecuencias de las estaciones con registros positivos
fue entre 55y 82%.
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La regidn de Magallanes, presentd 16 estaciones (22% del total de estaciones monitoreadas) con una
frecuencia de registro positivo a toxinas lipofilicas >50% del total de cruceros realizados (=11). Seis
de estas estaciones, se localizan en el sector norte, 9 en el sector centro y 1 en el sector sur (M43, B.
Yendegaia). El rango de porcentajes de frecuencia: 55-64%, fue menor al de la region de Aysén.

Para la regién de Los Lagos, el rango de frecuencia de estaciones con registros positivos a toxina
lipofilicas fue solo de 27-36% y se distribuyd en el 10% (N=4) de las estaciones monitoreadas (N=37).
Estas estaciones fueron: LO4N3, L06, LO7 y L10 (Chayahué, Hueihue, C. Caucahué y Ayacara,
respectivamente), todas situadas en el sector norte de la region.

Toxina VAM.
Durante el periodo de monitoreo marzo 20018-febrero 2019, los niveles de deteccion de VAM fueron
no detectables (ND) para las tres regiones (Fig.5.1.3) de la macrozona sur-austral de Chile.

5.2. Objetivos Especificos 2 y 3:
2. Conocer la abundancia y distribucion espacio temporal de Alexandrium catenella, A. ostenfeldii,

Dinophysis acuminata, D. acuta, Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf.
pseudodelicatissima, en la red de estaciones de monitoreo antes citada.

Andlisis descriptivo de la Abundancia Relativa de la especie Alexandrium catenella y
Alexandrium ostenfeldii para el periodo comprendido entre marzo del 2018 a febrero del 2019
en las regiones de Los Lagos, Aysén y Maqgallanes.

Alexandrium catenella.

Para la zona de Los Lagos Norte no se registraron floraciones de A. catenella durante todo el periodo
de estudio. Salvo pequefias detecciones de la microalga en los sectores de Chayahué (L04N3),
Quetalmahue (L05) y Pichicolo (LO6N3) durante el periodo de septiembre del 2018 y enero de 2019
las cuales alcanzaron niveles de AR de 2 (escaso), no se encuentran otros registros de presencia de
la microalga en la mayoria de las estaciones de muestreo (Fig. 5.2.2 g-j).

Misma situacion se presenta en las estaciones de monitoreo ubicadas en el sector de Los Lagos
Centro donde no se detectaron floraciones durante todo el periodo de estudio. Sélo se detect6
presencia de la microalga en algunas estaciones puntuales durante el periodo comprendido entre el 7
de agosto y el 18 de octubre con valores que no superaron el nivel 2 (escaso) en las siguientes
estaciones: L07 - C. Caucahué, y LO9N1 I. Butachauques 2 (Fig.5.2.2 g).

La zona de Los Lagos Sur es la Unica que presenta niveles medios de AR en el periodo de diciembre
del 2018 a enero del 2019 alcanzando valores de 5 (muy abundante) en el extremo sur de la isla (Fig.
5.2.2 i-j). Sin embargo, esta pequefia floracion se restringe solo a este periodo no presentandose
valores de abundancias altas durante el resto del verano.
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Situacién completamente distinta a la anterior es la que se observé en la region de Aysén, donde las
floraciones de A. catenella tuvieron una amplia cobertura y duracién. La zona de Aysén Norte siguid
con niveles medio-altos de AR hasta el mes de mayo del 2018 (Fig. 5.2.1 a-c), derivado de una fuerte
floracion que afecté la zona desde el mes de diciembre del 2017 la cual alcanzé el nivel maximo (9,
mega abundante) en gran parte de las estaciones de muestreo, extendiéndose hasta el mes de mayo
donde aun presentaba nivel 7 (hiper abundante) en varias estaciones de monitoreo como |. Silachilu
(A40), C. Ninualac (A41) el I. James (A41N1). Luego comienza una etapa de decaimiento de la
floracion durante el periodo otofio-invierno, no obstante, siempre hubo presencia de la microalga
durante todo este periodo con valores que no superaban el nivel 3 (regular). Una nueva floracion
comienza en el mes de diciembre de 2018 pero de mucho menor intensidad y duracion que la del
verano 2017-2018, terminando en enero del 2019 y alcanzando como maximo nivel 5 (muy abundante)
(Fig. 5.2.3. i-k). Cabe destacar que estas floraciones se extendieron de forma homogénea por toda la
zona Norte de Aysén, no registrandose concentraciones de la microalga en sectores especificos de
esta zona.

Similar situacién ocurri6 en la zona sur de Aysén, aunque con una intensidad mucho mayor que la
reportada en la zona de Aysén norte, donde la floracién comenzada en diciembre del 2017 se extendi6
hasta mayo del 2018, mes en el cual aun se encontraban niveles de AR de 7 (hiper abundante),
alcanzando un peak en marzo del 2018 donde encontramos niveles elevados de la microalga (nivel 8,
ultra abundante) (Fig. 5.2.1 a-c). Luego de este periodo los niveles de AR comienzan a decaer (periodo
junio-septiembre) manteniéndose en valores de AR bajos (pero con presencia permanente) hasta
octubre del 2018 donde nuevamente las abundancias comienzan a incrementar hasta alcanzar su
peak en enero del 2019 alcanzando rangos con valores entre 4 (abundante) y 6 (extremadamente
abundante), valores méas bajos a los registrados en el periodo de enero-marzo del 2018.

Para la zona de Tortel no se observaron floraciones de A. catenella durante todo el periodo de estudio,
manteniéndose durante todo el afio en rangos entre 0 (ausente) y 3 (regular), salvo los meses de
noviembre y diciembre del 2018 donde los estimadores de AR alcanzaron nivel 4 (abundante) en dos
estaciones (Fig. 5.2.3 h-i).

La zona norte de Magallanes se mantuvo con valores bajos de AR de la microalga A. catenella durante
gran parte del periodo comprendido entre marzo del 2018 a febrero del 2019 con valores que no
superaron el nivel 3 (regular).

Se observé una pequefia floracidn de poca intensidad y duracion durante el mes de octubre y del 2019
con un peak que alcanzé nivel 6 (extremadamente abundante) en la estacion M09-E. Pengiiin (Fig.
5.2.2.9).

En cuanto a la zona de Magallanes Centro, no se observan floraciones de A. catenella durante todo el

afo, solo se puede observar presencia de la microalga con valores muy bajos durante todo el periodo

de monitoreo, los cuales oscilaron entre 0 (ausente) y 3 (regular) en un porcentaje muy bajo del total
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de estaciones de monitoreo en la zona, siendo el mes de diciembre el que presentd un mayor numero
de estaciones con nivel 3 (regular) (Figs. 5.2.1- 5.2.3 a-k).

La zona de Magallanes Sur presenté dos pequerios eventos de floracion de corta duracidn al igual que
las otras dos zonas de Magallanes el cual se desarrollé en el periodo de octubre (Fig. 5.2.2 g) y otra
en el periodo de diciembre (Fig. 5.2.3 i), ambas caracterizadas por presentar valores medios de AR
los cuales alcanzaron solo hasta nivel 5 (muy abundante). El resto del periodo de estudio los niveles
de AR se mantuvieron bajos, con valores que oscilaron entre 0 (ausente) y 2 (escaso).

Alexandrium ostenfeldii.

Para la zona de Los Lagos norte no se registraron grandes floraciones de A. ostenfeldii durante todo
el periodo de estudio comprendido entre marzo del 2018 a febrero del 2019, sin embargo, hubo
deteccidn de la microalga durante toda la etapa de estudio principalmente durante los meses de mayo
a julio (cruceros 3 y 4) donde algunas estaciones alcanzaron niveles de AR entre 5 (muy abundante)
y 6 (extremadamente abundante) siendo las estaciones Sotomé (L02N1) y Potrerillos (LO3N1) las que
presentaron los mayores niveles de AR. El resto del periodo de estudio los niveles de AR se
mantuvieron bajos los cuales no superaron el nivel 3 (regular) en la mayoria de las estaciones (Fig.
5.2.1¢; 5.2.2d).

Al igual que la zona Norte, en la zona de Los Lagos Centro se observé la presencia de la microalga
durante todo el periodo de muestreo con valores bajos de AR que oscilaron entre 1 (raro) y 3 (regular)
durante la mayor parte de la etapa, salvo en el periodo de febrero (crucero 11) donde los estimadores
de AR alcanzaron valores de 4 (abundante) y 5 (muy abundante) en las estaciones C. Dalcahue (L11),
. Chaulinec 2 (L13N1) e I. Talcan (L14) (Fig. 5.2.3k).

Para la zona de Los Lagos Sur se observa la presencia de la microalga durante todo el periodo de
estudio, presentando valores bajos durante la mayor parte de la etapa, con dos pequefios aumentos
en los niveles de AR, el primero en el periodo julio-agosto del 2018 (Fig. 5.2.2e) alcanzando un peak
de AR de 6 (extremadamente abundante) en la estacion G. Corcovado 2 (L19N4). También se aprecia
un aumento en los niveles de AR durante el periodo entre diciembre del 2018 y febrero del 2019, el
cual presenta valores medios de AR que oscilan entre 3 (regular) y 5 (muy abundante) alcanzando un
valor maximo durante el mes de febrero en la estacion L17N1 (E. Palvitad) donde alcanz6 un valor de
7 (hiper abundante).

Para las estaciones ubicadas en la zona de Aysén se observa una situacién bastante similar a la
descrita para la region de Los Lagos.

En la zona de Aysén Norte se observo la presencia de la microalga durante toda la etapa con valores

bajos que en promedio no superan el nivel 3 (regular). Durante el periodo de junio-julio del 2018 se

observa un leve aumento en los niveles de AR en tres estaciones puntuales: A06 (Laja Brazo Pillan),

A19 (S. Magdalena) y A19N1 (S. Ventisquero 1) alcanzando AR entre nivel 6 (extremadamente

abundante) 7 (hiper abundante) (Fig. 5.2.2d). Un segundo aumento leve (aunque de una extensién
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temporal mayor) se observé en el periodo entre diciembre del 2018 a febrero del 2019 el cual se
caracterizd por presentar niveles medios de AR en la mayoria de las estaciones los cuales oscilaron
entre nivel 3 (regular) y 4 (abundante) alcanzando un nivel maximo de 6 (extremadamente abundante)
en febrero del 2019 en la estacionen AO4N1 (Canal Moraleda 1) (Fig. 5.2.3k).

Similar situacién ocurri6 en la zona Sur de Aysén, donde se detecta la presencia A. ostenfeldii durante
todo el periodo de monitoreo, aunque con una intensidad menor que en la zona Norte de Aysén sobre
todo en el periodo entre marzo — agosto del 2018 (Fig. 5.2.1a-c; 5.2.2 d-e) donde en promedio los
niveles de AR no superaron el nivel 3 (regular). Durante el mes de octubre se aprecia un leve aumento
en la AR en la mayoria de las estaciones de la zona de Aysén Sur, aunque los niveles maximos que
se registraron fueron de 4 (abundante) para mantenerse con niveles bajos-medios de AR durante el
resto del periodo de muestreo (noviembre 2018 — febrero 2019) los cuales oscilan entre 2 (escaso) y
4 (abundante).

Para la zona de Tortel no se observaron grandes floraciones de A. ostenfeldii durante todo el periodo
de estudio, manteniéndose durante todo el afio en rangos medios entre 2 (escaso) y 4 (abundante),
con excepcién del mes de enero del 2019 donde los estimadores de AR alcanzaron nivel 6
(extremadamente abundante) en la estacion A62 (Iste. Porvenir) (Fig. 5.2.3k).

La zona norte de Magallanes se mantuvo con valores bajos de AR de la microalga A. ostenfeldii
durante gran parte del periodo comprendido entre marzo del 2018 a febrero del 2019 con valores que
no superaron el nivel 3 (regular). Sin embargo, se observd un leve aumento en el periodo de
septiembre del 2018, lo que resultd en una intensa floracién, pero de poca duracién en el mes de
octubre (Fig. 5.2.2g) con un peak que alcanzé nivel 8 (ultra abundante) en las estaciones MO6N3 (P.
Mancilla) y MO6N4 (1. Carlos Norte).

En cuanto a la zona de Magallanes Centro, no se observan floraciones de A. ostenfeldii durante todo
el afio, solo se puede observar presencia de la microalga con valores muy bajos durante el periodo
septiembre — octubre 2018 con valores bajos de AR los cuales oscilaron entre 0 (ausente) y 3 (regular)
(Fig. 5.2.2. f-g) no detectandose la presencia de la microalga durante el resto del afio o con detecciones
esporadicas en estaciones puntuales que no superan el nivel 1 (raro).

La zona de Magallanes Sur presentd un pequefio evento de floracion en el periodo de octubre,
caracterizado por presentar valores medios de AR los cuales alcanzaron nivel 5 (muy abundante) (Fig.
5.2.29). El resto del periodo de estudio los niveles de AR se mantuvieron bajos, con valores que no
superaron el nivel 1 (raro) o simplemente con ausencia de la microalga (periodo marzo — julio y meses
de diciembre y enero).
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Analisis descriptivo de la Abundancia Relativa de las especies Dinophysis acuminata,
Dinophysis acuta y Protoceratium reticulatum para el periodo comprendido entre marzo del
2018 a febrero del 2019 en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

Dinophysis acuminata.

El dinoflagelado productor de toxinas lipofilicas D. acuminata se detectd en las 3 regiones
monitoreadas durante la etapa XII (Figs. 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6). Se observé un claro patron latitudinal
respecto de su abundancia cualitativa. La Region de Los Lagos presentd las mayores abundancias
con una progresiva disminucion hacia la zona sur (Figs. 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6). Los méaximos valores
cualitativos alcanzaron la escala 9 y 9+ en Los Lagos y Aysén (Figs. 5.2.4, 5.2.5), mientras que en
Magallanes sélo alcanzd abundancia relativa 6 (Figs. 5.2.4, 5.2.5). En detalle, desde abril a julio se
observo la mayor abundancia de este dinoflagelado en la Region de Los Lagos (Figs. 5.2.4, 5.2.5).
Mientras que la mayor abundancia relativa se observé entre marzo y mayo, y entre octubre y diciembre,
en las Regiones de Aysén y Magallanes, respectivamente (Figs. 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6).

Dinophysis acuta.

El dinoflagelado Dinophysis acuta presentd un patron de distribucion geografico restringido a la Region
de Aysén (Figs. 5.2.4,5.2.5, 5.2.6). En la Region de Los Lagos, esta especie solo fue detectada en el
sur de la Isla de Chiloé, mientras que en Magallanes solo se detecté en algunas estaciones de la zona
norte de esta region (Figs. 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6) . En detalle, la maxima abundancia relativa detectada
en la Regién de los Lagos (Chiloé sur) ocurri6 entre abril y julio de 2018, la cual correspondié a nivel
1 de la escala de abundancia relativa (Figs. 5.2.4, 5.2.5). Mientras que para la regién de Magallanes
la abundancia relativa alcanzé un nivel 2 entre los meses de marzo y abril. Por otra parte, la region de
Aysen presentd niveles de abundancia relativa maxima 9 entre los meses de marzo y mayo.
Consecuentemente, entre junio y agosto las maximas llegan a nivel 5, y entre septiembre y octubre
las maximas alcanzaron nivel relativo 3 (Fig. 5.2.4, 5.2.5). Finalmente, en enero del 2019 nuevamente
se observan niveles de abundancia relativa de 9 en esta region (Fig. 5.2.6).

Protoceratium reticulatum.

El dinoflagelado productor de Yesotoxinas P. reticulatum, presenté un patron de distribucion
biogeografico restringido a la Region de Aysén, aunque también se detecta su presencia en las
Regiones de Los Lagos y Magallanes (Figs. 5.2.4,5.2.5,5.2.6). En la Regién de Aysén entre los meses
de marzo y mayo las maximas abundancias relativas alcanzaron los niveles 6 y 7, y de forma
excepcional el nivel 8 en una estacion (Fig. 5.2.4). Entre junio y agosto (Fig. 5.2.5) la abundancia
relativa disminuyo sustantivamente en la region observandose valores entre 1 y 5 (Fig. 5.2.5).
Consecuentemente, para los meses de septiembre, octubre, noviembre y diciembre se observaron en
general valores de 1y 2 (Figs. 5.2.5, 5.2.6). No obstante, en enero y febrero del 2019 se observé
nuevamente un progresivo incremento de la abundancia relativa en algunas estaciones alcanzando
valores maximos de 7 (Fig. 5.2.6). Por otra parte, para la regién de los lagos se observaron niveles
entre 1y 3 en algunas estaciones entre marzo y mayo (Fig. 5.2.4). Entre julio y octubre, en Chiloé
Norte se observaron valores de 3 en un par de estaciones, mientras que en el resto no se registré la
presencia de la especie 0 se alcanzo valores méaximos de 2 (Fig. 5.2.5). Entre noviembre y enero del
2019 los valores maximos de abundancia relativa fueron de 2 en algunas estaciones, mientras que
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para febrero la abundancia relativa incremento en algunas localidades observandose valores maximos
de 4 (Fig. 5.2.6). Finalmente, para la region de Magallanes, entre marzo y mayo se observaron niveles
3 de abundancia relativa en algunas estaciones del sector norte, no obstante valores de 0y 1 fueron
recurrentes en la mayoria de las estaciones (Fig. 5.2.4). Entre junio y diciembre los valores de
abundancia relativa fueron preferentemente de 0 y de forma excepcional se observaron valores de 1
(Figs. 5.2.5, 5.2.6). En enero del 2019 se observé es una estacion una abundancia relativa de 2, y
consecuentemente en febrero se observo un incremento de la abundancia alcanzando valores de 5
en algunas estaciones.

Analisis descriptivo de la Abundancia Relativa de las especies Pseudo-nitzschia cf. australis y
Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima para el periodo comprendido entre marzo del 2018 a
febrero del 2019 en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

Pseudo-nitzschia cf. australis.

Esta diatomea se encuentra presente tanto en la region de Los Lagos, Aysén y Magallanes, durante
toda la etapa XIl (marzo 2018 — febrero 2019). Sin embargo, existe una diferencia latitudinal y temporal,
con una mayor presencia entre las regiones de Los Lagos y Aysén, y en menor escala, para la region
de Magallanes (Figs. 5.2.7,5.2.8, 5.2.9).

Entre el 21 de marzo al 03 de mayo 2019 (crucero 1), se observaron abundancias relativas entre 0 a
7 en la region de Los Lagos, con mayor dominancia en el area norte de esta region. En la region de
Aysén, las abundancias relativas fluctuaron entre 0 a 7, donde en el area norte, el 25% de las
estaciones presentd una AR=0, un 57,1% AR=1-4, y s6lo un 17,9% AR=5-7. En el &rea sur (42
estaciones), solo un 2,4% de las estaciones present6 una AR=0, y un 69% AR=1-4 y un 19% AR=5-
6. Para la zona de Tortel, no hubo presencia de esta especie. Para la regién de Magallanes, los rangos
de AR fueron entre 0-5, dominando en el area norte, centro y sur de la region, la ausencia de esta
especie (AR=0), con un 71,8%, 83,9% y 70% respectivamente (Fig. 5.2.7 a).

Entre el 16 de abril al 03 de junio 2019 (crucero 2), la regidn de Los Lagos presentd en el area norte,
centro y sur, estimadores de AR entre 1 a 4, abarcando hasta un 88,9% de cobertura con este rango.
Para la regién de Aysén, los estimadores de AR fueron mas altos, concentrando en mas del 60% de
sus estaciones rangos entre los 5 a 7. En la region de Magallanes (norte, centro y sur), entre el 80 a
100% de sus estaciones no estuvo presente esta diatomea (AR=0) (Fig. 5.2.7 b)

Entre el 17 de mayo al 05 de julio 2019 (crucero 3), la regién de Los Lagos (norte), presenté en mas
del 50% de sus estaciones, estimadores de AR=0. Sin embargo, esta condicién cambio en el area
centro y sur de la region, donde P. cf. australis, alcanzd mayoritariamente un rango de abundancias
entre 1-4, con una cobertura de un 83,3 y 76,9% respectivamente. Para la regién de Aysén, los
estimadores de AR mas altos (entre 5 a 8) concentraron gran parte de las estaciones del area norte,
alcanzando hasta un 89,3% de las estaciones. No obstante, en la regiéon de Magallanes, los

49

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.



7o\t

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

estimadores de AR son bajos, presentando casi en la totalidad de las estaciones de la zona centro y
sur, la ausencia de esta microalga (AR=0) (Fig. 5.2.7 c).

Entre el 17 de junio al 30 de julio 2019 (crucero 4), la region de Los Lagos, present6 en el area norte,
centro y sur, estimadores de AR entre 1 a 4, abarcando hasta un 92,3% de sus estaciones con este
rango (area sur). Para la regién de Aysén, los estimadores de AR mas altos (entre 5-8), presentaron
una mayor cobertura geografica en el area norte (67,9%) que en el area sur de esta regién. En
Magallanes, el area norte presenta estimadores de AR entre 1 a 4 (69,2%). Esta condicién varia en el
area centro-sur de la region, donde entre el 80 al 100% de sus estaciones no presenta esta microalga
(AR=0) (Fig. 5.2.8 d).

Entre el 26 de julio al 02 de septiembre 2019 (crucero 5), se observo que tanto para la region de Los
Lagos (norte, centro y sur), Aysén (norte y sur) y Magallanes (norte y sur), los estimadores de AR
fluctuaron principalmente entre 1-4, alcanzando hasta un 100% de cobertura en estaciones ubicadas
en la regién de Los Lagos (area sur). Sin embargo, el area centro de la region de Magallanes, presenté
en un 93% de sus estaciones una AR=0 (Fig. 5.2.8 e)

Entre el 02 de septiembre al 02 de octubre 2019 (crucero 6), se observé que en la regidn de Los Lagos
(norte, centro y sur), Aysén (norte y sur) y Magallanes (norte, centro y sur), los estimadores de AR
fluctuaron principalmente entre 1-4, alcanzando un 60% de cobertura en estaciones de Magallanes
norte hasta un 100% de las estaciones en el &rea centro de la regién de Los Lagos (Fig. 5.2.8 f) .

Entre el 06 al 27 de octubre 2019 (crucero 7), se observé que en la regién de Los Lagos (norte y
centro), los estimadores de AR fluctuaron principalmente entre 1-4, alcanzando hasta un 91,7% de
cobertura en el area centro de la region. En la region de Aysén, el area norte presenta estimadores de
AR entre 5 a 8 (56%), y en el area sur, coberturas similares (50%) para estimadores de abundancia
entre 1-4 y 5-8. Para Magallanes, el 97% de las estaciones correspondientes al area norte, presentaron
estimadores de AR entre 5-8, disminuyendo para el &rea centro y sur (Fig. 5.2.8 g) .

Entre el 03 al 27 de noviembre 2019 (crucero 8), se observd que en la regién de Los Lagos (norte,
centro y sur), los estimadores de AR fluctuaron principalmente entre 1-4, con coberturas similares para
las tres areas (50 a 58%). En la regidn de Aysén, el area norte presentd estimadores de AR entre 1-4
(57,1%), mientras que el 100% de las estaciones del area sur, presentaron un estimador mayor de AR
(5-8). La region de Magallanes presentd para sus tres areas, mayor cobertura de estaciones donde
los estimadores de AR fueron entre 1-4 (Fig. 5.2.9 h).

Entre el 05 al 28 de diciembre 2019 (crucero 9), se observé que, en la region de Los Lagos, tanto el
area norte y centro, presentaron una mayor cobertura con estimadores de AR entre 1-4, alcanzando
hasta un 83% de las estaciones pertenecientes al area centro. Sin embargo, para el &rea sur de esta
region, los estimadores que dominaron en un 78,6% de sus estaciones fueron entre 5-8. Para la regién
de Aysén, los estimadores de AR fueron aumentando desde el &rea norte a sur, alcanzando en esta
ultima, una cobertura de 66,7% con estimadores de AR entre 5-8 (Fig. 5.2.9 ).
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Entre el 03 al 28 de enero 2019 (crucero 10), se observé que tanto para la regidn de Los Lagos (norte,
centro y sur), Aysén (norte y sur) y Magallanes (norte y sur), los estimadores de abundancia relativa
fluctuaron principalmente entre 1-4, alcanzando hasta un 80% de cobertura en estaciones ubicadas
en la region de Magallanes (sur) (Fig. 5.2.9).

Entre el 06 al 28 de febrero 2019 (crucero 11), se observd que tanto para la regién de Los Lagos
(norte, centro y sur), Aysén (sur) y Magallanes (norte y sur), los estimadores de AR fluctuaron
principalmente entre 1-4, alcanzando hasta un 85,7% de cobertura en estaciones ubicadas en la region
de Ayseén (area norte). Sin embargo, en el area sur de esta region, se observo un incremento de este
estimador (5-8), abarcando en casi un 80% de sus estaciones (Fig. 5.2.9 k).

Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima.

Esta diatomea se encuentra presente tanto en la region de Los Lagos, Aysén y Magallanes, durante
toda la etapa XIl (marzo 2018 — febrero 2019). Sin embargo, existe una diferencia latitudinal y temporal,
con una mayor presencia entre las regiones de Los Lagos y Aysén, y en menor escala, para la regién
de Magallanes (Figs. 5.2.7; 5.2.8; 5.2.9).

Entre el 21 de marzo al 03 de mayo 2019 (crucero 1), se observd que para la regién de Los Lagos
(norte, centro y sur), los estimadores de AR con mayor dominancia fueron entre 1-4. En la region de
Aysén, los estimadores de AR fueron més altos, donde un 60,7% de las estaciones del area norte
presentaron una AR=9. Este estimador disminuyé en el &rea sur de la region, donde un 76,2% de las
sus estaciones presentaron un rango de AR=5-8. Contrariamente, en la region de Magallanes, la
mayoria de las estaciones comprendidas entre el area norte y centro presentaron un estimador de
AR=0, aumentando levemente hacia el area sur de la region (Fig. 5.2.7 a).

Entre el 16 de abril al 03 de junio 2019 (crucero 2), la region de Los Lagos present6 en el area norte y
sur, estimadores de AR entre 1 a 4, abarcando un 83,3% y un 92.3% respectivamente. En la region
de Aysén, los estimadores de AR fueron mas altos, donde un 46,4% de las estaciones del &rea norte
presentaron una AR=9. Este estimador disminuy6 en el area sur de la regién, donde un 69% de sus
estaciones presentaron un rango de AR=5-8. Contrariamente, en la regién de Magallanes, la mayoria
de las estaciones comprendidas entre el area norte y centro presentaron un estimador de AR=0,
(especie ausente), aumentando levemente hacia el area sur de la region (Fig. 5.2.7 b)

Entre el 17 de mayo al 05 de julio 2019 (crucero 3), la regién de Los Lagos present6 en su area norte
un mayor numero de estaciones donde esta especie no estuvo presente (>50%; AR=0). Sin embargo,
esta condicion cambio en el area centro y sur de la region, donde P. cf. australis, alcanzd
mayoritariamente un rango de abundancias entre 1-4, con una cobertura espacial entre un 83,3 y
76.9% respectivamente. Para la region de Aysén, los estimadores de abundancia relativa mas altos
(entre 5 a 8) concentraron gran parte de las estaciones del area norte, alcanzando hasta un 89,3% de
las estaciones. No obstante, en la regién de Magallanes, el 70% de las estaciones comprendidas entre
el &rea norte y centro presentaron un estimador de AR=0, aumentando la presencia de esta diatomea
hacia el area sur de la region (Fig. 5.2.7 ¢) .

51

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.



7—\/

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

Entre el 17 de junio al 30 de julio 2019 (crucero 4), la region de Los Lagos, present6 en el area norte,
centro y sur, estimadores de abundancias relativas entre 1 a 4, abarcando hasta un 91,6% de sus
estaciones con este rango (area centro). Para la regidén de Aysén, los estimadores de abundancia
relativa fueron més altos que en la regidn de Los Lagos, concentrando en un 64% de las estaciones
presentes en el &rea norte, estimadores de AR entre 5-8, y en el area sur, un 42% de las estaciones
presentd estimadores de AR entre 5-8, y un 16% estimadores de AR=9. Para la regién de Magallanes,
hasta un 87% de las estaciones comprendidas entre el &rea norte y centro presentaron un estimador
de AR=0 (especie ausente), aumentando la presencia de esta diatomea en estaciones ubicadas al sur
de la region (Fig. 5.2.8 d) .

Entre el 26 de julio al 02 de septiembre 2019 (crucero 5), se observd para la regién de Los Lagos (area
norte, centro y sur) los estimadores de AR se mantienen preferentemente entre 1-4 en la mayoria de
las estaciones. Para la region de Aysén, se observé una disminucion de los estimadores con respecto
a los cruceros anteriores, presentando en casi un 90% de las estaciones del area norte y sur
estimadores entre 1-4. Sin embargo, la condicion para la region de Magallanes se mantiene con
estimadores de AR=0 en la mayoria de las estaciones del area norte, centro y sur (Fig. 5.2.8 )

Entre el 02 de septiembre al 02 de octubre 2019 (crucero 6), se observé que en la regidn de Los Lagos
(area norte, centro y sur) los estimadores de AR se mantienen preferentemente entre 1-4 en la mayoria
de las estaciones, concentrando hasta un 78% de las estaciones del area sur con este estimador. En
la region de Aysén se observd un comportamiento similar al crucero 5, donde méas del 90% de las
estaciones del area norte y sur de la region present6 un estimador de AR entre 1-4. En la region de
Magallanes (area norte), se mantienen los estimadores de AR=0 en la mayoria de las estaciones. Sin
embargo, esta condicion varia hacia la zona centro-sur de la region, donde los estimadores de AR
alcanzan rangos entre 1-4 (Fig. 5.2.8 ).

Entre el 06 al 27 de octubre 2019 (crucero 7), se observd que en la region de Los Lagos (area norte,
centro y sur), los estimadores de abundancia relativa fluctuaron principalmente entre 1-4, alcanzando
hasta un 83 % de cobertura en el area centro de la region. En la region de Aysén, el area norte y sur
presento estimadores de AR entre 1-4 en la mayoria de las estaciones. En la region de Magallanes,
se observo un aumento en los estimadores de AR en todas las areas (norte, centro y sur) (Fig. 5.2.8

9).

Entre el 03 al 27 de noviembre 2019 (crucero 8), se observd que en la region de Los Lagos (area norte
y sur), los estimadores de AR fluctuaron principalmente entre 1-4, y el area centro, un 91% de lase
estaciones presentaron estimadores de AR entre 5-8. En la region de Aysén, se observd un aumento
de los estimadores de AR, tanto en el area norte y sur, presentando casi en un 80% de las estaciones,
estimadores de AR entre 5-8. En la region de Magallanes, el area norte presento6 en casi el 60% de
sus estaciones, estimadores de AR entre 5-8, mientras que el area centro y sur, estimadores entre 1-
4 en la mayoria de sus estaciones (Fig. 5.2.9 h).

Entre el 05 al 28 de diciembre 2019 (crucero 9), se observé que en la region de Los Lagos (norte,
centro y sur), los estimadores de abundancia relativa fluctuaron principalmente entre 1-4, alcanzando
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hasta un 88 % de cobertura en el &rea centro de la region. En la region de Aysén (sur), se observaron
estimadores de AR mas altos (entre 5- 9) en el 84% de sus estaciones. En la region de Magallanes
(norte, centro y sur), la mayoria de estaciones presentaron estimadores de AR entre 1-4 (Fig. 5.2.9 ).

Entre el 03 al 28 de enero 2019 (crucero 10), se observé para la region de Los Lagos (norte, centro)
estimadores de AR entre 5-8 en casi el 100% de sus estaciones. En la region de Aysén (sur), se
observaron estimadores de AR mas altos (entre 5- 9) en casi el 90% de sus estaciones. Para
Magallanes (norte, centro y sur), entre el 60 a 80% de las estaciones, presentd estimadores de AR
entre 1-4 (Fig. 5.2.9).

Entre el 06 al 28 de febrero 2019 (crucero 11), se observo para la region de Los Lagos (centro y sur)
estimadores de AR entre 5-8 en méas del 50% de sus estaciones. En la region de Aysén, se observo
un aumento en las estaciones con estimadores de AR entre 5-8. Para Magallanes (norte, centro y sur),
entre el 70 a 90% de las estaciones, presento estimadores de AR entre 1-4 (Fig. 5.2.9 k).

3. Conocer la distribucion y abundancia espacio temporal del fitoplancton total en la red de
gstaciones del estudio.

Configuraciones espacio-temporales del fitoplancton total durante el periodo marzo de 2018 a
febrero de 2019.

En la Figura 5.3.1 se muestran los resultados del ordenamiento multidimensional (nMDS) de las
estaciones y la distribucion espacial de los 49 grupos resultantes, permitiendo separarlos para cada
una de las tres regiones administrativas con una similitud mayor al 40%. Esta distribucién espacial
queda conformada de la siguiente forma por cada regién: 20 estén en la region de Los Lagos, 16 en
Aysen y 13 en Magallanes.

En general estos resultados muestran una gran consistencia tanto espacial como en la estructura
fitoplancténica en los diferentes ensambles formados a partir del analisis de conglomerados Estos
ensambles muestran, al igual que en etapas anteriores de este proyecto, que el fitoplancton
cuantitativo del area de estudio, desde la region de Los Lagos hasta la region de Magallanes, presenta
una clara ordenacion espacial, con configuraciones propias para cada region de estudio. Este es un
resultado relevante, por cuanto estda mostrando que, para el periodo de estudio, existe una
caracterizacion general en el espacio, del micro-fitoplancton que tipifica el sistema de fiordos y canales
australes. Esta configuracién espacial de los grupos podria explicarse por la variabilidad ambiental que
se registra en cada una de las regiones y de forma mas especifica a la variabilidad aportada por
canales y fiordos, asi como por zonas mas oceanicas del area de estudio. En este sentido, estudios
anteriores realizados en IFOP (Guzman et al., 2015) sefialan de que la variabilidad ambiental,
especificamente la temperatura de la capa de cinco metros de profundidad puede explicar un 50% de
la variabilidad de la composicién fitoplanctdnica.
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Para cada una de las regiones de estudio se aplico la misma ordenacidn del fitoplancton total por
medio de un escalamiento no dimensional (nMDS). Para la region los Lagos, el analisis de nMDS
mostré los resultados de la clasificacion disponiendo las estaciones en sus grupos con un coeficiente
de estrés de Kruskal de 0,15 (Figura 5.3.2). Los grupos de estaciones fueron ubicados de derecha a
izquierda, pudiéndose identificar a cuatro grupos de estaciones, cuando se aplica una similitud del
55%, con un grupo compuesto por las estaciones del sector de Chiloé Sur y a una mayor distancia el
grupo asociado a las estaciones de Chiloe Norte, especificamente las ubicadas al interior del Fiordo
de Reloncavi (LO3N1, LO2N1, L02, LO2N3, LO2N4 y LO2N2). La estructura de la composicién
fitoplanctonica, para la region de los Lagos se observa en la Figura 5.3.3, donde quedan reflejadas
las diferencias, tanto en las especies que la componen como en los niveles de abundancia celular, de
cada uno de los grupos de estaciones segregador y presentados en la Figura 5.3.2. Se puede
observar que, la mayor abundancia celular (>2,0 x 106 cél L) se registrd en la estacién de L02N2
ubicada al interior del fiordo de Reloncavi. En general las estaciones ubicadas en este fiordo mostraron
valores altos de abundancia comparados con el resto de las estaciones, los que tienden a disminuir
en abundancia y a aumentar en el nimero de especias, a medida que se alejan hacia el sector de
Chiloé Sur (Fig. 5.3.2). A partir de los analisis de SIMPER se pudo determinar que, al menos 20
especies constituyen >80% de la abudancia fitoplanctdnica en la region de los Lagos (Fig. 5.3.4). En
general, las taxa que mas contribuyen al total de la abundancia fitoplanctonica corresponden a
Skeletonema spp., Thalassiosira cf. minuscula, Thalassiosira spp., Pseudo-nitzschia cf.
pseudodelicatissima, Pseudo-nitzschia spp. Chaetoceros debilis., Leptocylindrus minimus, y Navicula
spp.

Para la region de Aysén, el analisis de nMDS mostro los resultados de la clasificacidn disponiendo las
estaciones en sus grupos con un coeficiente de estrés de Kruskal de 0,15 (Fig. 5.3.5). Los grupos de
estaciones fueron ubicados de derecha a izquierda, pudiéndose identificar a cinco grupos de
estaciones, cuando se aplica una similitud del 50%, con un grupo compuesto por las estaciones del
sector de Aysén Norte (Melinka y Raul Marin Balmaceda) y a una mayor distancia el grupo asociado
a las estaciones de Aysén Sur, especificamente las ubicadas en los sectores del estero Elefante y
Tortel. La estructura de la composicion fitoplanctdnica, para la region de Aysén se observa en la Fig.
5.3.6, donde quedan reflejadas las diferencias, tanto en las especies que la componen como en los
niveles de abundancia celular, de cada uno de los grupos de estaciones segregador y presentados en
la Fig. 5.3.5. Se puede observar que, la mayor abundancia celular (>1,2 x 106 cél L-') se registr6 en la
estacion de A20 ubicada al interior del fiordo de Puyuhuapi. De manera similar a lo registrado en el
fiordo Reloncavi en la region de los Lagos, las estaciones ubicadas en el fiordo Puyuhuapi mostraron
valores altos de abundancia y menor nimero de especies comparados con el resto de las estaciones
de la regién. A partir de los analisis de SIMPER se pudo determinar que, al menos 20 especies
constituyen >85% de la abudancia fitoplanctonica en la region de Aysén (Fig. 5.3.7). En general, las
taxa que mas contribuyen al total de la abundancia fitoplancténica corresponden a Pseudo-nitzschia
cf. pseudodelicatissima, Skeletonema spp., Pseudo-nitzschia cf. australis, Thalassiosira cf. minuscula,
Thalassiosira spp.,Rhizosolenia setigera, Chaetoceros debilis., Leptocylindrus minimus 'y Eucampia
Zodiacus.
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Para la region de Magallanes, el andlisis de nMDS mostr6 los resultados de la clasificacion
disponiendo las estaciones en sus grupos con un coeficiente de estrés de Kruskal de 0,20 (Fig. 5.3.8).
Los grupos de estaciones fueron ubicados de derecha a izquierda, pudiéndose identificar a cinco
grupos de estaciones, cuando se aplica una similitud del 55%, con un grupo compuesto por las
estaciones del sector de Magallanes Norte y a una mayor distancia el grupo asociado a las estaciones
de Magallanes Sur, especificamente las ubicadas en el canal Beagle y estrecho de Magallanes. La
estructura de la composicion fitoplanctonica, para la region de Magallanes se observa en la Fig. 5.3.9,
donde quedan reflejadas las diferencias, tanto en las especies que la componen como en los niveles
de abundancia celular, de cada uno de los grupos de estaciones segregador y presentados en la Fig.
5.3.8. Se puede observar que, la mayor abundancia celular (>0,7x 108 cél L) se registr6 en la estacion
de M16N1 ubicada en el sector de Isla Rennel en el sector de Magallanes norte. Es importante
destacar que las mayores abundancias celulares registradas en esta estacion son tres y dos venes
menores que las registradas en las regiones de los Lagos y Aysén, respectivamente. A partir de los
analisis de SIMPER se pudo determinar que, al menos 20 especies constituyen >95% de la abudancia
fitoplanctonica en la region de Aysén (Fig. 5.3.10). En general, las taxa que mas contribuyen al total
de la abundancia fitoplanctonica corresponden a Diatomeas pennadas, Leptocylindrus minimus,
Chaetoceros debilis, Guinardia delicatula, Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima, Skeletonema
spp., Pseudo-nitzschia cf. australis, Thalassiosira nitzschiodes, Thalassiosira rotula, Thalassiosira cf.
decipens, Chaetoceros radicans y Eucampia Zodiacus.

A partir de estos analisis se pudo observar un gradiente norte-sur de este gran sistema de fiordos y
canales, con diferencias en especies dominantes, densidades celulares, pero con otras especies como
constituyentes constantes comunidad del fitoplancton, tal como las diatomeas Skeletonema spp,
Chateoceros, Thalassiosira y Pseudo-nitzschia. En el caso de Skeletonema spp., esta presenta un
amplio rango de tolerancia para variables como temperatura (euritérmica) y salinidad (eurihalina). Se
presentd, ademas, con altas contribuciones en zonas estuarinas (ej. estuario de Reloncavi),
alcanzando hasta el 90% de la poblacion total. En zonas mas oceanicas, sus contribuciones son mas
bajas, pero en la mayoria de las zonas, presentd la mayor contribucion al total de la poblaciéon. No
obstante, Skeletonema spp., en su morfotipo de aguas de baja salinidad sea més exitosa en alcanzar
altas abundancias, en comparacién con su morfotipo de aguas de mayor salinidad.

En general, de las especies de fitoplancton nocivas que se representan entre el 70% de la contribucion
a la abundancia total, s6lo se encuentran las diatomeas P. cf. pseudodelicatissima y P. cf. australis
que presentan con altas contribuciones a la similitud del ensamble, sin embargo, los dinoflagelados
nocivos como, Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuminata, D. acuta y Protoceratium
reticulatum, contribuyen en porcentajes muy bajos (<1%) durante esta etapa del proyecto. No obstante
que los grupos principales no se alteran mayormente, continlian segregando estaciones como grupos
individuales, aunque en general se advierte que el fitoplancton cuantitativo es distinto en las tres
regiones administrativas, distinguiéndose ademas en cada regién claras sectorizaciones que tipifican
zonas claramente identificables del rea de estudio y propia de cada region administrativa.
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5.4. Objetivo Especifico 4

Recolectar informacion oceanografica (e.q. temperatura, salinidad, nutrientes), y metereoldqgica (e.q.
temperatura, nubosidad, viento) en las estaciones de monitoreo de las 3 regiones.

Debido a que este objetivo tiene como principal tarea solo la recoleccion de informacion, tanto los
datos oceanograficos como meteoroldgicos, no se analizan en mas detalle en este informe. Sin
embargo, y debido a que en la etapa previa se analizaron los datos correspondientes a nutrientes, en
esta oportunidad también se entrega un pequerio analisis descriptivo correspondiente a la etapa XII.

Andlisis general de la base datos de nutrientes entre el 2017 y 2018.

Para la distribucion de nutrientes, se consideran importantes los compuestos quimicos inorganicos
disueltos de nitrato, fosfato y silicato, donde las concentraciones en el caso de nitrato y fosfato en los
primeros metros de la columna de agua, son consumidos por el fitoplancton durante la fotosintesis,
también existe un aporte de aguas dulces pobres en nutrientes provenientes de rios, lluvias y
deshielos. Para la concentracion de silicatos disueltos en la columna de agua es mayor en aguas
continentales y normalmente se halla en exceso con respecto al nitrato y fosfato, como sucede en
grandes floraciones de diatomeas y en zona de glaciares.

Para la zona de fiordos y canales del sur de Chile, la distribucién de la concentracion de nutrientes
puede agotarse en superficie, o cual se asocia a sobresaturaciones de oxigeno disuelto (>120%) y
pH mas basicos (>8,2) (Silva 2006) ya que estos responden a cambios por el ingreso de agua dulce,
materia organica y actividades antropicas (Gonzélez et al. 2011). Estas zonas también son afectadas
por procesos fisicos-quimicos y bioldgicos que interactian a su vez entre si. En general, son mas
productivos que lagos y océanos en términos de biomasas.

Esta base de datos se realizd con la finalidad de describir la situacion inicial de nutrientes en la zona
sur de Chile, con un periodo mensual en 98 estaciones (Figs. 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3) distribuido a lo largo
de las tres regiones que comprende el monitoreo y a profundidades de 0-10 my 10-20m, elegidas en
gradientes latitudinal entre regiones y longitudinal cercanas a rios, canales y fiordos, con el fin de
observar zonas que pueden ser zonas enriquecidas 0 mas pobres en la concentracion de nutrientes.

Las mayores concentraciones nitrato se ubicaron, en general, en la zona profunda de la mayoria de
los canales y fiordos que comienzan en el borde continental o estdn muy colindantes a éste durante
los dos afios de datos presentados, (Figs. 5.4.1; 5.4.2). Las concentraciones altas estan distribuidas
en periodos de inviernos para ambos afios, siendo mas altas para el afio 2018. Se observa un
gradiente de concentracion de distribucién horizontal de norte a sur para ambos estratos analizados,
se observa la misma distribucion vertical y horizontal para el fosfato (Figs. 5.4.3; 5.4.4.). En primavera
la concentracion de nitrato y fosfato, disminuyen en la superficie y la estratificacion se intensifica,
aumentando la diferencia entre la capa superficial y profunda. Esta diferencia estacional en la capa
superficial, se manifiesta por el consumo de nutrientes por parte del fitoplancton durante la primavera
y verano.
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La distribucion de los silicatos en la columna de agua, en mayor en el estrato 0-10m (Fig. 5.4.5) que
en el 10-20m (Fig. 5.4.6), y su distribucion horizontal es descendente de norte a sur, las mayores
concentraciones se observan en el periodo de primavera y verano en la capa superficial con un rango
de 10 a 40 pM en la region de Los Lagos y una marcada disminucion de las concentraciones hacia el
sur.

5.5. Objetivo Especifico 5

Registrar variables oceanograficas y bioldgicas en zonas representativas del area de estudio para
continuar la modelacion fisico-bioldgico de Alexandrium catenella.

Modelaciéon numérica.

Comparacion del viento del modelo atmosférico con mediciones in-situ.

Los resultados del modelo WRF mostraron que este modelo atmosférico de alta resolucion es capaz
de resolver las caracteristicas principales del viento en la regidn de estudio. Para la validacion de este
trabajo se compararon los datos de viento de la estacion meteoroldgica instalada en la Isla Magdalena
con el punto més cercano del modelo. Las rosas de viento construidas con estos datos mostraron un
patron similar, destacandose los vientos de componente norte (Figs. 5.5.1a y 5.5.1b). Sin embargo,
los valores de intensidad del viento del modelo fueron superiores a los datos in-situ.

El calculo del alguno de los indices de rendimiento del modelo, indicaron para la componente
meridional un valor de RMSE = 2,51 ms, r = 0,66 y d = 0,74 (indice de Willmott). Mientras que la
componente zonal mostré un RMSE = 2,60 ms, r=0,16 y d = 0.42 (Tabla 5.5.1). Estacionalmente,
la intensidad del viento fue mayor en otofio-invierno, dominado por la componente meridional. En
general, el modelo replicé de forma satisfactoria el comportamiento del viento mostrado por la estacién
meteoroldgica.

Comparacion del modelo hidrodinamico con datos in-situ:
Registros de temperatura y salinidad del agua.

La serie de tiempo de salinidad a 1 m de profundidad, tanto en la observacion como en el modelo,
mostré menores valores durante el periodo de verano (< 10 psu) y maximos en el invierno (>20 psu)
(Fig. 5.5.2 a). Extendiendo la informacién del modelo a 120 m. profundidad (Fig. 5.5.2 b), esta mostré
un perfil temporal de la salinidad con una clara estacionalidad asociada a la isohalina de 33 psu, limite
superior del Agua Subantértica Modificada, la cual, durante el periodo estival se encuentra en ~80 m.
y durante el invierno-primavera alcanza los ~120 m.

La serie de tiempo observada (in-situ) de temperatura del agua a 1m mostré un pronunciado ciclo
anual, en donde, las mayores temperaturas se registraron durante los veranos (>15°C) y las menores
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durante el invierno (<9°C), patron inverso al observado en la salinidad, esto producto de la
transferencia de calor desde la atmosfera (Fig. 5.5.2c). El perfil modelado de temperatura en
profundidad, mostrd en verano, temperaturas por encima de 12°C hasta los ~10 m.y durante el invierno
una inversién térmica con valores menores a 9°que se extienden hasta ~10 m. en las capas mas
profundas, al igual que la salinidad, es posible ver estacionalidad asociada a isoterma de 9.5°C, que
presenta entre los 50 y 100 m, un enfriamiento durante los veranos y calentamiento durante los
inviernos (Fig. 5.5.2d).

La evaluacion cuantitativa de las series de tiempo a 1m de profundidad, tanto de temperatura como
de salinidad, mostraron un buen ajuste, replicando de forma correcta estos patrones antes descritos,
sobre todo en temperatura, en donde, fue posible encontrar alta correlacién e indice de Willmott, con
valores de 0,86 y 0,9 respectivamente (Tabla 5.5.1).

Para los perfiles de temperatura y salinidad basados en estaciones de CTD, evaluados en distintas
secciones del fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf, mostraron un buen ajuste en la capacidad del modelo
para reproducir la estructura vertical de la columna de agua (Fig. 5.5.3). El analisis de los perfiles de
temperatura permitio observar, en todas las estaciones, el importante incremento en la temperatura
superficial durante el verano (~15°C) (Fig. 5.5.3a, 5.5.3d, y 5.5.3i), y la consecutiva inversion térmica
durante el invierno (Fig. 5.5.3b, 5.5.3f, y 5.5.3j) determinando, en este caso, que la capa superficial
tenga valores menores en superficie bajo los ~9°C.

Para las estaciones evaluadas, la salinidad no muestra cambios sustantivos entre verano e invierno,
(Fig. 5.5.3 c-d; 5.5.3 g-h; 5.5.3 k-I). La salinidad mostr6 buen ajuste en la profundidad de la haloclina,
cercano a 10 m, dando cuenta que el modelo logra replicar la estructura vertical de densidad a lo largo
de fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf, aunque tiende a sobrestimar la baja salinidad superficial durante el
verano, sobre todo hacia la cabeza del fiordo Puyuhuapi (Fig. 5.5.3 ¢). La salinidad en la capa profunda
respondié con alto grado de ajuste, lo que indica, en general, que el modelo logra replicar la estructura
de densidad al interior de estos fiordos.

Régimen de corrientes marinas en el canal Jacaf y el fiordo Puyuhuapi.

El canal Jacaf presenta un umbral cerca de la comunicaciéon con el fiordo Puyuhuapi con una
profundidad menor a 100 m. En este umbral, dentro de un canal con orientaciéon norte-sur, se
realizaron mediciones continuas de corrientes marinas usando un equipo ADCP (Acoustic Doppler
Current Profiler) anclado a una profundidad cercana a 30 m (mirando hacia arriba) entre agosto del
2014 y mayo del 2015. La sefial del esfuerzo del viento en direccién norte-sur, extraida de los datos
del modelo WRF, evidencio pulsos importantes de viento provenientes desde el norte, estos pulsos
contienen mayor energia que vientos provenientes desde el sur (Fig. 5.5.4 a). El analisis de las
corrientes marinas filtradas a lo largo de la direccién del canal (componente norte-sur) mostro varios
periodos de tiempo donde el flujo se orientd en sentido sur (Fig. 5.5.4b). La corriente reproducida por
el modelo mostré un patron similar (Fig. 5.5.4c) a los datos in-situ, siendo entonces, el efecto de
esfuerzo del viento superficial, el principal forzante de esta circulacion (Fig. 5.5.4). Mientras, en el resto
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del tiempo el flujo se orientd en la direccion norte, tanto en los datos in-situ, como en los modelados
(Figs. 5. 5.4b y 5.5.4c), probablemente, en este caso, este tipo de circulacion en las capas superficiales
se encuentra controlada por el gradiente de presion, asociada a la descarga de agua dulce que se
produce en el fiordo Puyuhuapi. Se realizd una evaluacion estadistica de las corrientes marinas
usando los niveles de profundidades de 5, 10 y 20 m (Tabla 5.5.1). Los resultados mostraron una
mayor correspondencia en las capas mas superficiales con un valord = 0,78 y r = 0,74.

Modelo de Alexandrium catenella.

En esta etapa, la idea fue tratar de reproducir la tendencia de floracién de A. catenella observada en
el periodo de transicion de invierno a primavera del 2015, donde a partir de los datos del monitoreo de
marea roja de IFOP, se observé que desde agosto las concentraciones de esta microalga aumentaron
progresivamente hasta presentar un méaximo en noviembre (Fig. 5.5.5a). En comparacion con los
resultados de concentracion de A. catenella modelados (Fig.5.5.5b), se observd que el modelo fue
capaz de reproducir esta tendencia solo para tres de las nueve estaciones ubicadas en los canales
Puyuhuapi y Jacaf. Las estaciones que replicaron la tendencia observada fueron la A15, A18N1y A19.

Los resultados de concentracion de A. catenella superficial (Fig.5.5.6) para la simulacién realizada en
el periodo de transicién de primavera del 2015 en los canales de Puyuhuapi y Jacaf, fueron bajos los
que variaron entre 0 y 100 cél L' donde las mayores concentraciones se registraron en los bordes de
Puyuhuapi en julio y en Jacaf en septiembre.

Comparacién modelo biogeoquimico con datos in situ.

En general, los resultados de oxigeno disuelto modelados para agosto (Fig.5.5.7a), estuvieron
subestimados, sin embargo, entre los 50 y 100 m de profundidad se observaron valores y tendencias
similares a las registradas en los datos observados (Fig.5.5.7b). A pesar que los valores de
concentracion de los datos modelados son menores a los datos observados; la tendencia de
distribucion de oxigeno disuelto a lo largo de la transecta es similar, donde destaca una profundizacién
de las isolineas de oxigeno disuelto a medida que la transecta se acerca al mar interior de Chiloé.

Los resultados de nitrato modelado (Fig.5.5.7c) estuvieron subestimados en comparacién con los
datos observados (Fig.5.5.7d), sin embargo, a grandes rasgos se registré el patréon de bajas
concentraciones en superficie un aumento progresivo de las concentraciones a medida aumenta la
profundidad.

El oxigeno disuelto modelado para el mes de noviembre (Fig.5.5.8%), estuvo subestimado, presentando
valores de concentracién entre 1.5y 6.2 mL L'y los valores de concentracidn para el oxigeno disuelto
observado (Fig.5.5.8b), variaron entre 2.5y 7.3 mL L-'. EI modelo fue capaz de reproducir la tendencia
de alta concentracion de oxigeno disuelto en superficie y menores valores a medida que aumenta la
profundidad.
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El nitrato modelado para el mes de noviembre (Fig.5.5.8c), presentd bajas concentraciones en
comparacion con los datos observados (Fig.5.5.8d), sin embargo, el modelo es capaz de reproducir
los menores valores de concentracion en superficie y mayores concentraciones en profundidad.

El uso de modelos hidrodinamicos de la alta resolucion en zonas estuarinas a lo largo del mundo y se
ha incrementado en los Ultimos afios como una forma de dilucidar los mecanismos presentes en su
dinamica (Gustafsson 2007, Shen 2007, Zhang 2010, Liu et al. 2012, De Brye 2012, Bendtsen 2014,
Karna 2016, Viero 2016).

El modelo hidrodindmico implementado utiliza una malla desestructurada de elementos triangulares
que permiten ajustar la resolucion horizontal en zonas costeras de topografia compleja, alcanzando
una maxima resolucion de 200 m. Uno de los principales rasgos del sistema de fiordos de Chile, es su
alta variabilidad en los primeros metros de la columna de agua, influenciado por el agua dulce de
persistente precipitacion, escorrentia y derretimiento de hielo y nieve (Antezana et al. 1996, Antezana
1999, Valle-Levinson et al. 2006). Para resolver esta caracteristica, se utilizé una discretizacion vertical
de coordenadas combinadas sigma+Z, con alta resolucion en la superficie (20 capas sigma de 1 m)y
una resolucién mas gruesa en las capas mas profundas configuradas con coordenadas Z, de esta
forma se evita tener una discretizacidn vertical con pendiente muy pronunciada ya que se sabe que
en regiones de topografia muy empinada, los modelos de coordenadas sigma son propensos a errores
en el célculo del gradiente de presion (Beckman & Haidvogel, 1993). El modelo utiliza informacion de
entrada realista, tanto en el forzamiento atmosférico mediante la implementaciéon de un modelo
atmosférico basado en WRF, como también datos observados de los principales caudales de rios del
sistema.

El modelo hidrodinamico utilizado para este estudio entregdé un buen ajuste respecto de diversos
parametros fisicos medidos, capturando la dindmica de este sistema estuarino. Las condiciones
hidrograficas en la superficie del canal Puyuhuapi estan controladas por flujos océano-atmosfera,
viento, marea, y escorrentia continental de agua dulce proveniente principalmente del rio Cisnes
(Schneider et al. 2014), el ciclo anual de temperatura y salinidad superficial gobernado por esta
combinacion de forzantes, muestra un buen acuerdo entre las observaciones y el modelo. En tanto, la
estructura hidrogréfica vertical es bien resuelta generando la adecuada estratificacion en los primeros
10 m de la columna de agua.

Las corrientes en algunos sectores parecen estar fuertemente influenciados por eventos intensos de
viento, el caso del umbral del canal Jacaf es un ejemplo de aquello, en este lugar, tanto el modelo
como las observaciones realizadas mediante un perfilador acustico de corrientes muestran que el
esfuerzo del viento sobre la superficie, en episodios transitorios, puede llegar a mover la columna de
agua hasta 25 m de profundidad hacia el interior del fiordo, actuando en oposicion al gradiente de
presion durante estos eventos. Esto deja de manifiesto la importancia que puede tener el viento, tanto
en la mezcla como el transporte al interior de este sistema.
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Modelo para Alexandrium catenella.

El modelo durante esta etapa de trabajo, reprodujo de manera baja la concentracion de A. catenella
en un periodo de transicién invierno-primavera, lo cual puede deberse al proceso que gatilla la floracién
de esta especie, donde se distinguen dos tipos; por adveccidn de células desde zonas aledafas al
area de estudio y por presencia de quistes en sedimentos. Cuando la floracién se explica por
adveccidn, las condiciones de bordes deben ser representativas, es por este motivo que, en los
bordes, el registro de A. catenella debe ser méas robusto y pensado para ser utilizados en modelacion,
para ello esta microalga debe ser muestreada de manera discreta y en varias profundidades de la
columna de agua. No obstante, a ese resultado, asociado a un periodo de transicion en el cual no es
muy frecuente encontrar floraciones de esta especie, cuando hemos modelado periodos estivales los
resultados mejoran y lo ajustes a los datos observados se correlacionan significativamente, de acuerdo
alo que se observé en la pasada etapa del programa. Creemos que identificar periodos de transicion,
donde los cambios asociados a los procesos atmosféricos-oceanograficos, son relevantes para el
estudio de los cambios de la composicion del fitoplancton, en el cual se encuentran estas especies
nocivas. Por lo que, conocer esta variabilidad, permite vincular el esfuerzo realizado en etapas
anteriores durante los periodos estivales, de manera tal de acercarnos a la modelacion estacional de
esta especie nociva.

Modelo biogeoquimico.

Basados en la evaluacion cualitativa de los resultados del modelo con los datos observados y
descripciones de bibliografia acerca de las masas de aguas; el modelo fue capaz de reproducir la
presencia de las masas de agua subantartica (ASSA) y ecuatorial subsuperficial (AESS). Donde
Sievers (2008) y Pérez-Santos et al. (2014), describen que la ASAA se ubica como una capa
subsuperficial (30 -150m) con altos valores nitrato (~26uM) y valores medios para el oxigeno disuelto
(4.0-6.0 mL L") y la AESS se presenta como una capa de fondo ubicada entre los 150 y 300m
caracterizada por presentar altos valores de nitrato (~24 uM) y bajo contenido de Oz (<4.0 mL L), sin
llegar a la anoxia. A partir de esta descripcion, el oxigeno disuelto fue la variable mejor representada
a diferencia de los resultados de nitrato modelado; variable que no presentd valores de concentracion
parecidos a los datos observados ni tendencias a lo largo de la transecta, pero si presenté el mismo
patron de distribucion en profundidad.

El oxigeno disuelto modelado subestimé los valores en superficie, lo cual pudo deberse en parte a los
datos de viento utilizados, ya que parte del contenido de oxigeno en esta zona se debe al intercambio
océano-atmosfera, el que esta modulado en gran medida por el esfuerzo del viento, ademas la falta’
de oxigeno en esta zona en el modelo puede ser porque se subestimo la concentracidn de fitoplancton,
ya que en los datos observados los altos valores de concentracion de oxigeno en esta zona estan
correlacionados con bajos valores de nitrato, lo que podria explicarse por el consumo de nitrato por
parte del fitoplancton.
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Conocer las tasas de maximo crecimiento de Alexandrium catenella a distintos rangos de
temperatura, salinidad y nutrientes.

Parametros de crecimiento.

Las tasas especificas de crecimiento obtenidas de 45 diferentes combinaciones de los distintos
parametros fisico-quimicos utilizados se muestran en la Figura 5.5.9 y las Tablas 5.5.2 y 5.5.3. Las
mayores tasas de crecimiento especifico fueron obtenidas en el tratamiento con la temperatura més
alta (17°C) alcanzando rangos maximos entre 0,31 — 0,35 d-' indicando que la temperatura sigue
siendo el parametro que més afecta las tasas fisiologicas en esta cepa. Dentro de este set de
experimentos la tasa mas alta (0,35 d-') fue obtenida con la combinacion de los siguientes parametros:
temperatura 17°C, salinidad 35 psu, luz 100 uE m-2d-' y concentracién de nutrientes de 8,8M. Salvo
la intensidad de luz, todo el resto de parametros son la combinacion de los valores mas altos utilizados
en los diferentes experimentos.

En segundo lugar, se observan el set de datos resultado de la combinacion de una mayor intensidad
luminica (150 YE m-2d-') donde se obtuvieron tasas de crecimiento especificos con rangos maximos
de 0,19-0,22 d-' indicando que la intensidad luminica es otro de los factores que inciden fuertemente
en el crecimiento de esta cepa. Sin embargo, a diferencia que el resultado anterior la tasa mas alta se
obtuvo con la combinacién de los siguientes pardmetros: luz (150 uE m-2d-'), salinidad 25 psu,
temperatura 15°C y concentracion de nutrientes de 8,8M.

Por otro lado, las tasas mas bajas se obtuvieron de la combinacién de intensidades de luz mas bajas
(50 uE), salinidades bajas (15 psu) y temperatura mas baja (12°C). al Parecer la concentracion de
nutrientes no tendria un efecto significativo sobre las tasas de crecimiento. Sin embargo, para saber
el peso e influencia que tiene cada uno de los parametros se realizard un analisis a través de la
adaptacion de modelos matematicos a nuestros experimentos, los cuales seran obtenidos de las
modificaciones a partir de los trabajos realizados por Paz et al (2006), Laabir et al (2011) y Salgado et
al (2015).

Explorar nuevos sitios dentro de la red de estaciones del Programa de Monitoreo de las Mareas
Rojas, donde realizar nuevos ejercicios de modelacion.

Frecuencia de Alexandrium catenella.

La frecuencia relativa porcentual acumulada de A. catenella para abundancia relativa superior a 4 en
las 62 estaciones de marea roja ubicadas en la region de los Lagos (Fig. 5.5.10a) variaron entre 0 y
13%, donde el maximo se registrd en la estacion L23, es decir el 13% de los muestreos en esa estacidn
presentaron niveles de abundancia relativa de entre 4 a 9 para A. catenella; sin embargo, 7 estaciones
registraron valores de porcentaje mayor al 10%.

La mayoria (96%) de las estaciones ubicadas en la region de los Lagos presentaron valores de
abundancia relativa bajo 4.
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Para las 96 estaciones de marea roja ubicadas en la regién de Aysén (Figura 5.5.10b), la frecuencia
porcentual acumulada de A. catenella para la abundancia relativa superior a 4 vari6 entre 0 a 31%,
donde el maximo se registré en la estacion A51N1 y 66 de las estaciones presentaron valores de
porcentaje mayor al 10%.

Datos disponibles.

A partir de la recopilacion de datos disponibles de proyectos de IFOP, en la regién de los Lagos los
datos disponibles fueron pocos (Fig. 5.5.11a), debido a que existe una sola campafia en la zona de
Chiloé, los datos mas abundantes fueron los de CTD (Figura 5.5.11b).

En la region de Aysén (Fig. 5.5.12a), la cobertura de datos disponibles fue mayor en comparacién con
la region de los Lagos, siendo la informacion de los CTD la més abundante (Fig. 5.5.12b).

En base a la frecuencia relativa porcentual acumulada de A. catenella para abundancia relativa
superior a 4 en la region de Los Lagos, se propone como sitio de interés para un nuevo ejercicio de
modelacién la bahia de Quellén con un dominio parecido al de la fig. 5.5.13. Se escogio esta area, ya
que fue la zona que presentd los mayores valores de frecuencia relativa porcentual para A. catenella
en comparacion con la obtenida para los otros sitios de muestreo de la regién de los Lagos, los que
en general fueron bajos.

Sin embargo, esta zona no presentd mediciones oceanograficas, por lo tanto, se recomienda avanzar
en un muestreo con duracién de al menos un afio para poder realizar la modelacién hidrodinamica y
biogeoquimica, para ello se debe contemplar la instalacion de mareégrafo, ADCP’s anclados,
sensores de temperatura y conductividad, lances de CTD y muestras de nutrientes, teniendo en cuenta
que la informacién en los bordes es clave y ademas algunas estaciones al interior del dominio.

Enla region de Aysén, los resultados de frecuencia relativa porcentual acumulada de A. catenella para
abundancia relativa superior a 4, fue distinta a la observada en la region de los Lagos, ya que en
general los valores fueron altos, ubicandose éstos en la zona sur del canal Moraleda y en canales que
dan a la zona oceanica.

Es por ello, que para abarcar estos puntos de interés en la modelacidén se propone un modelo con
dominio regional para la zona de Aysén, el dominio debe ser de caracter regional debido a la compleja
topografia que presenta la regién, donde se pueden apreciar diversos canales que se interconectan
entre si.

En cuanto a la densidad de datos, existen suficientes datos oceanograficos como para evaluar y
calibrar el modelo y para los bordes se podrian utilizar datos del sistema de informacion oceanogréfica
CHONOS (chonos.ifop.cl), sin embargo, no existen suficientes datos de nutrientes, es por ello que se
recomienda avanzar en muestreos que capturen esta variable en este ultimo punto.
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Otra limitacién es la posible utilizacion del modelo de A. catenella, debido a que este ultimo es un
modelo del tipo euleriano y por ende se necesitara informacidn de concentracion celular en los bordes
del dominio, lo que es dificil de obtener a través de muestreos debido a la extension del modelo, sin
embargo, este serviria para un modelo A. catenella del tipo langrangiano, es decir donde se realicen
dispersiones de particulas que respondan a las condiciones del medio. Por otra parte, debido a lo
extenso del dominio la modelacion tiene un alto costo computacional, es por ello que se requeriria
mayor capacidad de computo.

Registro de parametros oceanograficos y meteorologicos en el fiordo Puyuhuapi y canal Jacaf.

Viento: durante noviembre del 2018 a marzo del 2019 (Figura 5.5.15).

A lo largo de la serie, predominé viento desde el sur-oeste caracteristico de la época de verano entre
4 ms'y 8 ms, el viento del nor-oeste estuvo presente en este periodo y alcanzé mayores magnitudes
que el viento desde el sur, entre 8 ms'a 12 ms-1.

Hidrografia transecto canal Puyuhuapi - canal Jacaf.

La temperatura fluctué entre 8°C y 18°C (Fig. 5.5.16), con mayores registros en superficie
disminuyendo con la profundidad, las mayores temperaturas (> 18°C) se observaron en la capa
superficial (>5 m) de la columna de agua, en las estaciones A19N2 y la A17, abarcando la cabeza del
canal Puyuhuapi hacia canal Jacaf. La isoterma de 11°C se profundizé desde el canal Jacaf al canal
Puyuhuapi de 15 m a 20 m. La isoterma de 9°C estuvo presente bajo los 120 m de profundidad en el
canal Jacaf. La salinidad (Fig. 5.5.16) varié entre 18 a 34.5, los cuerpos de agua dulce (< 21), se
ubicaron sobre los 5m entre las estaciones SM, A19N2, A16N1, coincidente con la cabeza del canal
Puyuhuapi y Jacaf. La salinidad aumentd con la profundidad, la isohalina de 34 se registr6 bajo los
150 m en la boca del canal Puyuhuapi y Jacaf. La isohalina de 31 se profundizé, desde el canal Jacaf
al canal Puyuhuapi de 10 m a 20 m, respectivamente.

La concentracion de oxigeno disuelto (Fig 5.5.17) varié entre 2 mL L'y 8 mL L-', disminuy6 con la
profundidad a lo largo de ambos canales, las altas concentraciones de oxigeno fueron registrados en
las estaciones A19N2 y A14 entre los 5 my 8 m (>7 mL L-"). Se observo una columna mas oxigenada
en el canal Jacaf, con una disminucion gradual de la concentracion de oxigeno. Las menores
concentraciones fueron en la estacion A19N2 hacia el fondo.

Los mayores valores de fluorescencia (Fig. 5.5.17) se registraron en las estaciones A19N2 y A14 a los

10 my 5 m, coincidentes con los puntos de mayor concentracion de oxigeno. Los valores sobre 1 mg
m3, se registraron en los primeros 20 m de la columna de agua.
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Los mayores valores en la frecuencia de boyantes (Fig. 5.5.18), se ubicaron sobre los 20 m,
extendiéndose desde el canal Jacaf a la estacion A20N1 del canal Puyuhuapi. Los valores altos
fluctuaron entre los 3 m y 15 m de profundidad, en Jacaf se registraron los maximos valores. Esto
significo que, la estratificacion domind los primeros 20 m'y bajo esta profundidad dominé la mezcla, al
igual que en los 3m de profundidad.

Hidrografia transecto canal Moraleda.

La temperatura a lo largo del canal Moraleda fluctu6 entre 9°C y 18°C, disminuyendo con la
profundidad. A lo largo de Moraleda, de norte a sur, se observé en superficie mayores temperaturas,
particularmente en la estacion E2 (norte de Moraleda) disminuyendo hacia el sur. La isoterma de 12°C
oscilé entre los 8 my 15 m a lo largo del transecto. La isoterma de 11°C se encontrd a los 60 m en el
norte de Moraleda y ascendi6 hacia el sur del Moraleda. Bajo los 100 m la temperatura es <10°C.

La salinidad (Fig. 5.5.19) vari6 entre 28 y 34, aumentando con la profundidad. Superficialmente la
salinidad aumento6 desde Moraleda sur hacia Moraleda norte; asociado aportes de agua dulce del sur.
La haloclina present6é una pendiente negativa hacia el sur. Bajo los 130 m a 150 m se registro la
isohalina de 34.

La concentracién de oxigeno (Fig. 5.5.20) en Moraleda fluctu6 entre 2 mL L' a 8 mL L-! disminuyendo
con la profundidad, los cuerpos de agua mas oxigenados se ubicaron en Moraleda sur en las
estaciones E5, E6 y E1, entre los 0 my 10 m. Bajo los 90 m, la concentracion de oxigeno disuelto se
mantuvo por debajo de 3 mL L-".

La fluorescencia (Fig. 5.5.20) exhibi6 alzas entre los 3 my 10 m a lo largo del transecto, alcanzando
un valor de 10 mg m3.

Los mayores valores en la frecuencia de boyantez (Fig. 5.5.21), se registraron entre 3 my 15 m,
indicando que la estratificacién domind en ese estrato de profundidad y bajo los 15 m dominé la mezcla
al igual que sobre los 3 m.

Anclaje Jacaf (noviembre 2018 a marzo 2019).

La temperatura en la boca del canal Jacaf a 10 m (Fig. 5.5.22) oscil6 entre 10°C y 15°C, aumentando
la temperatura de noviembre a febrero y disminuyendo la salinidad, la cual oscilé entre 16 y 12,5. A
15 m la oscilacién de temperatura (Fig. 5.5.23) fue entre 11°C y 14,8°C, lo cual coincidié con la
disminucién de salinidad durante diciembre y febrero. La salinidad a 15 m vari6 entre 20.8 y 23.9.

La temperatura a 20 m (Fig. 5.5.24) fluctud entre los 10°C y >12°C, aumentando de diciembre a marzo,
incluyendo periodos de alzas de temperatura como por ejemplo del 13 al 21 de diciembre, 29 al 6 de
enero, y del 30 al 7 de febrero. A 30 my 50 m de profundidad la fluctuacion de temperatura fue entre
10°Cy 11°C. De los 80 m a 150 m la variacion fue entre 10°C y 9°C, la isoterma de 9.5°C asciende
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desde noviembre a marzo. La salinidad a 20 m vari6 entre 28 y 30, con periodos de menor salinidad
coincidente con alzas de temperatura. A 30 m la isohalina de 31 dominé en la serie de tiempo. Entre
50 my 80 m fluctué la isohalina de 32, entre los 100 my 150 m la salinidad es sobre los 32. El sensor
de temperatura y oxigeno a 150 m (Fig. 5.5.25 a,b) mostr6é como la temperatura disminuyé levemente
de 9.3°C a 9°C, disminuyendo también la concentracion de oxigeno de 5 mL L' a 3.5 mL L.

Anclaje Puyuhuapi (noviembre 2018 a marzo 2019).

El anclaje a 10 m en la boca del Puyuhuapi (Fig. 5.5.26), exhibié una fluctuacién de la temperatura
con una tendencia a aumentar en el tiempo (10°C a 13,5°C), mientras que la salinidad mostr6 una
tendencia a disminuir (25 a 22).

A los 15 m la temperatura fluctué (Fig. 5.5.27) entre 10,5°C y 14°C, mientras que la salinidad oscild
entre los 23,8 y 21. Es importante sefialar que, las alzas de temperatura son coincidentes con las bajas
salinidades. La temperatura a los 20 m (Fig. 5.5.28) varié entre 10,5°C y los 12°C. Alos 30 my 50 m
oscilé la isoterma de 10°C profundizdndose con el tiempo, bajo los 80 m la isoterma de 9.5°C presentd
leves fluctuaciones. La salinidad entre 20 y 150 m evidencié como las isohalinas de 31y 32 mostraron
una tendencia a ascender con el tiempo, a los 150 m a fines de febrero la isohalina de 33 aparece
ascendiendo.

La temperatura y la concentracion de oxigeno a los 150 m (Fig. 5.5.29) mostr6 una leve variacion de
la temperatura con 9,1°C, el oxigeno a los 150 m present6 un alza sobre 4 mL L' en diciembre y
posteriormente descendié a 3 mL L.

Nutrientes y abundancia de especies nocivas.

De acuerdo a las muestras discretas obtenidas de las estaciones de monitoreo A14 en el canal Jacaf
y A19 y A22 en el fiordo Puyuhuapi (Fig. 5.5.30 — 5.5.34), se pudo observar que, en general, durante
entre los meses de octubre de 2018 y febrero de 2019 la columna de agua presentd una estratificacion
débil con una picnoclina asociada a los primeros metros de la columna de agua (5-10 m), donde los
mayores valores de nutrientes estuvieron asociados a profundidades bajo la picnoclina y valores
maximos durante el mes de febrero, principalmente de nitrato y silicatos (>20 y >60 uM,
respectivamente). Los altos valores de silicatos coinciden con las altas abundancias celulares de la
diatomea Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima (>200.000 cél L-1). Esta especie junto con Pseudo-
nitzschia cf. australis, estuvieron presentes durante todos los meses de muestreo, esta Ultima, con
mayores abundancias celulares asociadas a los meses de primavera (octubre, noviembre 2018).

En general durante este periodo de muestreo se caracterizd por una baja o nula presencia de los
dinoflagelados nocivos Alexandrium catenella, Alexandrium ostenfeldii, Dinophysis acuta y
Protoceratium reticulatum, la excepcion lo constituye Dinophysis acuta, con una importante presencia
en las tres estaciones durante el mes de diciembre de 2018, sin embargo, que no sobrepaso las 6000
cél L. Estos resultados contrastan con lo registrado en la etapa anterior del proyecto, en donde se
observaron concentraciones de A. catenella cercanas a 50.000 cél L, lo que indica que durante esa
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campana esta especie estuvo presente en condicion de floracidn, especialmente en las estaciones
ubicadas en la boca del fiordo Puyuhuapi (A22) y canal Jacaf (A16).

A partir de la ausencia de A. catenella, durante este muestreo, hubo que usar los datos de distribucion
vertical de la etapa anterior, como forma de ajustar las condiciones iniciales del modelo, asi como el
perfil promedio de la distribucion vertical de A. catenella para reproducir de buena forma la estructura
de distribucion subsuperficial generada por el modelo.

Masas de agua.

De acuerdo a la salinidad que se observo en el transecto Puyuhuapi y Jacaf, las masas de agua que
ingresan a estos canales son; ASSA bajo los 60m y sobre los 150m, el AESS bajo los 150m, fluctuando
a lo largo de los canales bajo los 200m. Los cuerpos de agua modificados: AES entre los 5m a 20m,
ASSAM entre los 15m a 20m, también estuvieron presentes en los primeros metros de la columna de
agua.

La hidrografia de los fiordos australes usualmente se caracteriza por una estructura de dos capas con
una alta variabilidad en los 5m a 10m influenciada por agua dulce. Bajo esta capa, el agua es salina y
mas uniforme de acuerdo a caracteristicas hidrograficas como mencionan en estudios efectuados en
la zona de fiordos chilenos (Schneider et al., 2014, Sievers,2008; Silva & Calvete, 2002). Esto es
concordante con los datos analizados para el verano del 2019 en el canal Puyuhuapi y Jacaf, la
estratificacion a lo largo de estos canales fue mayor entre los 5m y 10m en la cabeza de ambos
canales, bajo los 15m domina la mezcla y los cambios son leves. La temperatura superficial es mayor
en la cabeza de los canales, en el caso de la salinidad superficial es menor en la cabeza de los canales.
Los maximos de clorofila y oxigeno fueron en entre los 5my 10m en cabeza Puyuhuapi hacia el canal
Jacaf.

El ciclo estacional que menciona Schneider et al. (2014), en relacién a salinidad y temperatura
superficial, se observé en la serie de tiempo a los 10my 15m de profundidad en ambos canales, donde
se registré un calentamiento y disminucion de salinidad desde diciembre a febrero.

La uniformidad en capas mas profundas de la columna de agua esta influenciada por una compleja

batimetria con profundidades sobre 400m, lo que genera varias cuencas en los canales (Schneider et
al., 2014) que se conectan con el océano costero via canal Moraleda.
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5.6. Objetivo Especifico 6:

Continuar con el analisis interpretativo iniciado en 2014 de la base de datos disponible desde mayo
de 2006, seqreqando por complejo toxico V fitoplancton nocivo asociado y en correspondencia con las
variables bibticas y abibticas disponibles

Analisis de patrones climaticos de gran escala y su relacion con FANs en fiordos y canales del
sur de Chile de las regiones de Los Lagos y Aysén.

El analisis de cada variable es bastante complejo debido a la gran extension de la zona de estudio y
la alta variabilidad espacial en las caracteristicas fisicas y geomorfoldgicas entre regiones; sin
embargo, se pueden establecer patrones caracteristicos para cada zona como una primera
aproximacion a un posterior analisis mas detallado de cada estacion monitoreada.

Los resultados mostraron que para las zonas de Los Lagos norte y Aysén sur el indice que mejor se
correlaciona con la especie Dinophysis acuminata (variable bioldgica) fue la combinacién entre el MEI
y I0DP (r2=0.70, p<0.050) (Fig. 5.6.1). Este resultado es predecible debido principalmente a que la
otra especie en estudio (A. catenella), por barreras geomorfologicas y oceanograficas no ingresa a la
zona del seno y estuario de Reloncavi, por lo que su abundancia a través de toda la serie de tiempo
es muy baja o practicamente nula. Por otro lado, tanto el MEI y el IODP por separado mostraron
correlaciones mas bajas que la combinacién de ambos indices, pero las cuales sin embargo fueron
significativas, mientras que no se aprecia correlacion para estas zonas con el IOA (Tabla 5.6.1). En
cuanto a las variables fisicas, la salinidad fue la que se correlaciond de mejor forma con este indice
(r2=0.64, p<0.05), seguida de la temperatura superficial del mar (Tabla 5.6.2). Al tratarse de zonas
estuarinas (en el caso de la zona del Estuario de Reloncavi) y de grandes rios y fuertes deshielos por
la presencia de glaciares en la zona (en el caso de Aysén Sur), es bastante l6gico que la salinidad es
el factor mas importante dentro de las variables fisicas que podrian estar regulando la ocurrencia de
floraciones en estas zonas.

Para las zonas de Los Lagos Sur y Aysén Norte la combinacién entre el MEI y el IODP nuevamente
fue el indice que obtuvo las correlaciones mas altas, pero esta vez la variable bioldgica que mejor se
correlaciond con este fue la especie Alexandrium catenella (r=0.76, p<0.05) (Fig. 5.6.2). El resto de
los indices por separado presentan correlaciones un poco mas bajas, pero siguen siendo significativas,
excepto el IOA el cual nuevamente no se correlaciona con ninguna de las variables (Tabla 5.6.3). El

hecho que estas dos zonas correlacionen juntas puede deberse, primero, a la cercania geogréafica y
conexién oceanografica que poseen, en este caso tomando fuerza la hipétesis de que las floraciones
podrian generarse en la region de Aysén, siendo las células advectadas por las corrientes hacia la
zona sur de Chiloé donde son acumuladas y re-advectadas hacia otras zonas, lo cual dependera
principalmente de las corrientes y los vientos que afecten a la zona. El segundo aspecto tiene relacion
con la conexién mas directa que tienen ambas zonas con el océano abierto, por lo que podemos aplicar
una segunda hipotesis la cual nos dice que las floraciones se generarian en el océano abierto y serian
llevadas hasta las costas y la zona del mar interior de Chiloé ademas de canales y fiordos de la regién
de Aysén. Por otra parte, esta cercania con el mar abierto hace que estas zonas tengan caracteristicas
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oceanograficas totalmente diferentes a las dos zonas antes vistas, esto se ve reflejado en los
resultados en relacion a las variables fisicas donde la luz PAR fue la que obtuvo una mejor correlacion
con este indice (r2=0.62, p<0.05), mientras que la segunda variable que fue, al igual que en las zonas
de Los Lagos norte y Aysén sur, la temperatura superficial del mar. La salinidad en este caso tiene
una variacién menor con respecto a las otras zonas, por lo que no es significativa (Tabla 5.6.4).

En general, los analisis de la distribucion espacio — temporal de los taxones nocivos y variables
ambientales nos permiten generar informacion tendiente entender los procesos que generan las
proliferaciones, los factores que las modifican e incluso cuales son los factores pueden hacerlas
desaparecer. Por otra parte, el conocimiento de la distribucion geogréfica de las especies nocivas es
necesario para explicar, entre otras cosas hasta qué punto los eventos de proliferaciones son nuevos
o recurrentes y cual es su area de cobertura. Sin duda, y asociada a estas proliferaciones estan las
condiciones ambientales que modulan la composicion del fitoplancton y en especial de las especies
nocivas y como eventos a gran escala (gj. eventos ENOS) pueden afectar sus diferentes patrones de
densidad, cobertura geografica y distribucion.

Sin embargo, nuestros resultados nos indican que las respuestas de las comunidades fitoplancténicas
y en especial las especies de dinoflagelados nocivos no siempre son consistentes y estan sujetas a
diferentes factores, tanto geomorfoldgicos como oceanogréficos, dependiendo de la latitud y el area
donde estén emplazadas las estaciones de muestreo. Esto se ve reflejado en los resultados obtenidos
donde los las especies de microalgas variaran o tendran mayor éxito dependiendo de diferentes
factores ambientales a los cuales estan expuestos. La gran diversidad de ambientes que presentan
los canales y fiordos del sur de Chile hace que estos analisis sean ain mas complejos y a pesar de
que existen algunos grandes patrones de distribucion, siempre esta compleja diversidad hace que las
variaciones locales sean muy importantes.

A pesar de esto y a que las correlaciones no son lo suficientemente altas como para sacar
conclusiones, si podemos observar que emergen pequefios patrones que nos pueden llevar a
encaminar otros analisis y afinar detalles para poder entender mejor la influencia y dinamica de los
patrones de gran escala en la distribucion y relacion con las FANs en el sur de Chile. Relacionado con
este mismo punto también cabe destacar que esta es nuestra primera aproximacion al estudio de la
influencia de estos patrones. Sin embargo, nuestra serie de tiempo aun parece ser muy corta para el
estudio de eventos que pueden tener ciclos muy largos y ver su real influencia dentro de la variacion
anual o interanual que pueden presentar las distintas floraciones.

Por ultimo, destacar que la combinacién de diferentes indices (en nuestro caso la combinacién del
MEI y IODP) podrian o parecen explicar de mejor forma las respuestas de las comunidades
fitoplancténicas que si hacemos el anélisis de cada uno de los indices por separado. En este caso es
importante incorporar el término de teleconecciones que pueden existir entre eventos de distintas
escalas tanto de tiempo como en cuanto a cobertura geografica, mas si pensamos en que algunos de
estos fendmenos pueden afectar el clima a nivel global y la variacion local de cada zona. Sin duda que
este tipo de fendmenos tiene una fuerte influencia ya sea de forma directa o indirecta sobre la dinamica
de las FANs en los canales y fiordos del sur de Chile por lo que hay que poner énfasis en el analisis
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de estos y los efectos que puedan generar tanto en el presente como en el futuro.

Abundancia del micro-fitoplancton y Alexandrium catenella en relacién con los indices
climatico-oceanograficos en la region de Magallanes, Chile: periodo 1997-2017.

Correlaciones entre anomalias estandarizadas de las variables bioldgicas

La anomalia estandarizada anual de la abundancia relativa (AR) de A. catenella por area: Norte (N),
Centro (C) y Sur (S), estuvo directa y significativamente correlacionada con la AR de la misma
microalga en uno o mas de los sitios de muestreo dentro de las mismas areas geograficas
consideradas (Tabla 5.6.5). Este resultado sefialé la posibilidad de establecer estaciones
representativas para cada area con relacion a las variables de AR de A. catenella y de toxicidad por
VPM.

La Tabla 5.6.6a muestra un fuerte grado de correlacion y alta significancia de las anomalias anuales
estandarizadas de las variables de AR de A. catenella entre las areas geograficas versus sitio de
muestreo representativo dentro de éstas. Sin embargo, esa correlacion baja a un grado medio cuando
se trata de las anomalias estandarizadas anuales de VPM entre los mismos pares de variables
considerados (indicados en gris).

Las anomalias anuales estandarizadas de toxicidad por VPM pueden alcanzar una correlacion fuerte
si el area norte, es acotada a un nimero de sitios de menor cobertura geogréafica dentro del area (Tabla
5.6.6b) para ser representadas por las estaciones M06 y M16. Tal situacién no observada para la
estacion M12, por lo que su representatividad podria estar limitada a un numero menor estaciones en
este sector en particular. Sin embargo, M12 fue considerada de acuerdo los criterios sefialados
anteriormente, y por ser la unica estacion del area norte cuya anomalia estandarizada anual de AR de
A. catenella se correlacion6 positivamente, aunque en grado débil, con la de VPM-N (Tabla 5.6.5), y
negativamente débil con el indice AAO (ver seccion mas adelante).

Esto indica que otros no necesariamente los sitios con mayor A. catenella presentaran las mayores
toxicidades. Procesos como el grado de exposicion al océano de los sitios de muestreo (e.g. M11-12,
M15-16), zonas de fiordos, deshielos y formacién de frentes halinos (e.g. M05, 08, 25N, 10), son
condiciones que favorecen la acumulacion fisica de A. catenella, pero no necesariamente implican un
aumento en el consumo de fitoplancton por filtracién por parte de los moluscos o, que favorezcan los
procesos de detoxificacion de los mismos.
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Correlaciones de anomalias estandarizadas de indices climaticos de macroescala y las
variables biolégico-ambientales de la region de Magallanes

MEI, Presién atmosférica, AAO y densidad celular del fitoplancton.

En relacién con los indices, la anomalia anual estandarizada del MEI, mostré una correlacion
inversamente significativa con la anomalia anual de la presion atmosférica, ésta Ultima registrada en
Punta Arenas (PresAt PA), para el periodo de estudio (Tabla 5.6.7, Fig. 5.6.3). Asi también, mostr6
una correlacion directamente significativa con la anomalia anual de la densidad celular del fitoplancton
del &rea norte. La anomalia anual estandarizada de la presion atmosférica para la ciudad de Punta
Arenas (PresAt PA), también mostrd una correlacion entre débil (areas norte y centro) y fuerte (érea
sur), aunque siempre inversamente significativa, con las anomalias estandarizadas anuales de la AR
de A. catenella por area geografica y con algunos de los sitios de monitoreo dentro de éstas (Tabla
5.6.8). Los resultados de la Tabla 5.6.8, muestran que las anomalias positivas de las AR de A.
catenella en las tres areas geograficas tienden a aumentar con las anomalias de la presion atmosférica
en PA negativas (bajas presiones) (Fig. 5.6.4). La fuerza de esta relacién mejora hacia las latitudes
mas altas si se consideran las areas geogréficas en toda su extension y no los sitios puntuales como
son las estaciones que las representan. Este resultado sugiere una mejor correlacion de la anomalia
estandarizada anual de la presion atmosférica que se registra en PA, con las variables bioldgicas de
mesoescala que cuando se considera una escala puntual para las bio-variables. El grado de las
correlaciones, entre débiles y fuertes, indican que las anomalias negativas anuales de la presién
atmosférica de PA, sélo explica parte de la variabilidad de las anomalias positivas de las variables AR
y VPM para la region de Magallanes.

indice AAO.

La anomalia anual estandarizada del indice AAO fue inversamente significativamente con la anomalia
anual de AR de A. catenella del sitio M12 (isla Figueroa) en el area N, pero directamente significativa
con las anomalias trimestrales (trimestres enero-febrero-marzo y julio-agosto-septiembre) de la AR de
A. catenella del sitio M35 (San Isidro) en el area centro y con el primer trimestre en el area sur (Tabla
5.6.9, Fig. 5.6.5).

Anomalias anuales de AR de A. catenella y VPM por sitio representativo de cada area
geografica.

Las anomalias estandarizadas anuales de AR de A. catenella por sitios representativo de cada area
geografica, fueron directamente significativas con las anomalias anuales de toxicidad por VPM en los
mismos sitios (Tabla 5.6.10, Figs. 5.6.5; 5.6.6). El resultado sugiere que otros procesos intervienen y
mayores analisis se requieren para establecer el tipo de procesos que influyen y escala en la que
operan. De esta forma, los resultados estan confirmando un factor desencadenante a gran escala que
regula las distribuciones de A. catenella y su abundancia, pero los factores temporales locales y a
corto plazo parecen influir fuertemente en esta distribucién. Como ejemplo dentro de este contexto,
las anomalias estandarizadas anuales de la presion atmosférica estuvieron significativamente
correlacionadas con las respectivas anomalias de AR de A. catenella de las diferentes areas
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geograéficas, asi como con las de los sitios representativos de éstas. En tanto las anomalias anuales
estandarizadas del indice AAO estuvieron significativamente correlacionadas con las anomalias
estandarizadas trimestrales de AR de A. catenella de sélo algunos de sitios representativos de cada
area. Los resultados estan de acuerdo con la escala de los tipos de clima sindpticos y los patrones
climaticos en la Patagonia austral como los descritos por Weidemann et al. (2018), hipdtesis que
requiere ser abordada con mayor analisis. También, otros analisis requieren ser realizados en el futuro
proximo, como es considerar los trimestres desde diciembre del afio anterior (no desde enero como
se realiz6 en este estudio) y promedios mensuales por area y sitio de muestreo en las estimaciones
de las respectivas anomalias de indices globales climaticos y las variables aqui consideradas.
Finalmente, es destacable mencionar que las diferentes areas geograficas consideradas (N, C, y S)
parecen comportarse diferente de acuerdo a la intensidad de los eventos de floraciones y toxicidad en
los moluscos y escala espacial que cubren dichos eventos. No obstante, los resultados también
reflejan el efecto de procesos de menor escala espacial como grado de exposicién oceanica de los
sitios de muestreo, influencia de masas de agua que incursionan al interior de canales y fiordos e
influencia de deshielos y escorrentia fluvial en los fiordos, resultados que coinciden con lo reportado
por Paredes et al (2014).

Cobertura geografica de dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas y paralizante durante
los ultimos 20 ainos en el ecosistema de fiordos y canales sub-antarticos.

Niveles de AR historica de D. acuta.

Los resultados muestran que la AR de D. acuta ha sido variable interanualmente durante los 22 afios
de monitoreo (Fig.5.6.7). En la figura es posible distinguir 3 periodos: Entre 1996 y 2000, cuando los
niveles de AR fueron <5, con un rango de porcentaje de presencia anual de la microalga de 9-13%.
Durante los siguientes 11 afios (2001-2011), los niveles de AR disminuyeron a <4, con un rango de
presencia porcentual bajo (1-8%). Entre 2012 y 2017, los niveles de AR nuevamente aumentaron a
>4, hasta alcanzar niveles maximos de 5 en 2013 y 2017, y nivel 6 en 2016. Durante este ultimo
periodo también aumentd la presencia de la microalga durante este lapso, con un rango porcentual de
6-26%.

Niveles de AR histérica de D. acuminatay P. reticulatum.

En el caso de D. acuminata, los primeros 6 afios (2006-2011) del periodo de estudio, los indicadores
de dispersion son menores que en los siguientes 6 afios (2012-2017) (Fig. 5.6.9, superior). Durante
el primer periodo, los niveles de AR fueron <5, con un porcentaje de presencia anual entre 14 y 57%,
mientras que en el segundo periodo los niveles de AR fueron >5, alcanzando niveles maximos de 9
en 5 de los 6 afos del segundo periodo. El porcentaje de presencia anual también aumentd en este
segundo periodo, entre un 73 y 89%.

Un patron similar fue observado para P. reticulatum (Fig. 5.6.9, inferior). Entre 2006 y 2011, los niveles
de AR fueron <3y el porcentaje de presencia anual fluctu6 entre ausente y un 5%. Durante el segundo
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periodo (2012-2017), los niveles de AR fueron >3, alcanzando un nivel maximo de 7 en 2017, mientras
el rango porcentual de presencia anual aumento, 18-29%.

Porcentaje de presencia y frecuencia de los diferentes niveles de AR histérica.

La figura 5.6.9, muestra los porcentajes de presencia anual de las microalgas (columnas azules) y los
porcentajes de frecuencia de los diferentes niveles de AR de las microalgas en estudio (curvas en
colores). Este ultimo parametro representa un desglose por nivel de AR, que representa las columnas
azules y es un indicador de la intensidad de las floraciones para las cuatro microalgas en estudio.

De las cuatro microalgas, destaca la presencia de D. acuminata. Esta especie, estuvo presente en
mas del 80% de las veces que fue monitoreada anualmente en los Ultimos 5 afios, con porcentajes de
niveles de AR relativamente altos (mayor intensidad) (Fig. 5.6.9, superior derecha), en relacién al resto
de las microalgas en estudio.

D. acuta y P. reticulatum, en general mostraron indicadores bajos, mientras que la presencia de A.
catenella fue variable durante el periodo de estudio, con intensidades =4, en 11 afios del lapso en
estudio: 1997-1998, 2002-2003, 2007, 2009-2010-2011-2012, 2016-2017.

Las tres microalgas productoras de TL, aumentaron el promedio porcentual de presencia en la region
(RA> 0) desde 2012 (Fig. 5.6.10). Hasta 2011 y periodo 2012-2017, D. acuminata aumentd desde
41+17 a 83+5%; P. reticulatum desde 242 a 22+4%; y D. acuta desde 7+3 a 17+7%.

A. catenella, ademas de su expansidn septentrional, aumentd su porcentaje de presencia en la regidn
de Magallanes: Desde 28+11 % durante el periodo 1996-2009, a 54+7 % entre 2010 y 2017.

Porcentaje de cobertura geografica histérica.

Las tres especies productoras de TL aumentaron su cobertura geografica (Fig. 5.6.10, curva negra,
eje der.). D. acuta mostr6 incrementos esporadicos: hasta un 60 y 70% de cobertura geografica en
afios especificos: 1998-1999 y 2012-2013. D. acuminata aumentd hasta el 96 % en 2009, y desde
2010 ha cubierto el 100% de la regién. P. reticulatum aument6 mas del 70% desde 2012, presentando
un promedio de cobertura geogréfica desde entonces, de 83 + 8%. En términos comparativos, A.
catenella aument6 su cobertura geografica en méas del 90% desde 2008, presentando un promedio de
cobertura geogréfica desde entonces, de 94 + 4%.

En resumen, los indicadores de dispersion sefialan que en los ultimos afios ha ocurrido una mayor
presencia de las microalgas productoras de TL, aunque con diferentes intensidades de floracién. Los
mas altos niveles absolutos de AR (=6) para las tres microalgas productoras de TL, ocurrieron durante
los ultimos 6 afios (Figs. 5.6.7 y 5.6.8): 2013, 2016 y 2017 (con niveles 5, 6 y 5, respectivamente) en
el caso de D. acuta; 2012-2015 'y 2017 en D. acuminata (con nivel 9), y 2017 en P. reticulatum (nivel
7). Los mismos resultados indican, una tendencia al aumento de los niveles de AR en las diferentes
microalgas.
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Los porcentajes de AR por nivel (Fig. 5.6.9) también aumentaron en las tres microalgas productoras
de TL. Esto fue especialmente evidente en los niveles >3 en D. acuminata y A. catenella, mientras que
D. acuta y P. reticulatum aumentaron los niveles de AR <3.

El estudio muestra evidencia de una expansion hacia el sur (42° a 55° S) de las microalgas
productoras de TL asi como un aumento de su cobertura geografica en Magallanes. Esta tendencia
se observa especialmente en D. acuminata, cuyo porcentaje de presencia anual entre 2012 y 2017
alcanzo hasta un méximo de 89% (2015), el mayor porcentaje de presencia alcanzado de las tres
microalgas productoras de TL analizadas, y una cobertura del 100% en la region en los dltimos 5 afios.
Esta microalga esta asignada como productora de toxinas okadaatos (de efectos diarreicos en las
personas) (Uribe et al., 2001; Pizarro, 2014) pero también ha sido asociada a la produccion de
pextenotoxinas (con efectos en bioensayo ratdn inyectado por via intraperitoneal, pero con muy baja
toxicidad por via oral) en la region de Magallanes. De modo que es esperable un aumento de los falsos
positivos a VDM por bioensayo raton. Una situacion similar estaria ocurriendo con P. reticulatum'y su
produccion de yesotoxinas en Magallanes (Pizarro, 2014), aunque con menor impacto comparado con
D. acuminata.

Contenido y perfil de toxinas en poblaciones naturales de Alexandrium catenella en canales del
sur de Chile.

Composicion y contenido de toxinas paralizantes en poblaciones naturales de Alexandrium
catenella.

Siete analogos de toxinas paralizantes fueron identificados en la zona de estudio: GTX1, GTX2, GTX3,
GTX4, GTX5 (B1), C1y C2. El perfil de toxinas fue muy similar en la zona de estudio, donde GTX 1-
4 fueron los analogos dominantes (Puyuhuapi: 52,7%; Jacaf: 48,8%: Moraleda: 50,1%), seguido por
GTX 2-3 (Puyuhuapi: 33,2%; Jacaf: 38,2%: Moraleda: 38,8%), C2 (Puyuhuapi: 12,5%; Jacaf: 11,1%:
Moraleda: 9,7%), GTX5 (Puyuhuapi: 0,9%; Jacaf: 1,7%: Moraleda: 1,3%), mientras que C1 estuvo
presente en concentraciones trazas para los tres canales (menor 1%). No fueron detectados los
analogos dcGTX2, dcGTX3, SXT y dcSXT. Aunque los pares epiméricos (GTX1,4) fueron
analiticamente separados, estos datos fueron combinados por la facil epimerizacion para el equilibrio
termodinamico durante la preparacion y almacenamiento (Fig. 5.6.11).

En general, las poblaciones analizadas en este estudio presentaron un amplio rango en el contenido
de toxinas paralizantes (Fig. 5.6.12). En Puyuhuapi, se observé una baja cantidad de toxinas (11-15
fmol cel"), en canal Jacaf cantidades moderadas de toxina paralizante (27-36 fmol cel '), mientras que
en canal Moraleda, se observé el contenido de toxinas mas alto, en comparacién con los otros dos
canales (59-134 fmol cel").
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Caracteristicas oceanograficas de Puyuhuapi, Jacaf y Moraleda (Temperatura y Salinidad) y su
relacion sobre el contenido y composicion de toxinas paralizantes.

Puyuhuapi

En este canal se registré la mayor temperatura en comparacion con los canales Jacaf y Moraleda
debido a que la mayor descarga de agua estuarina sale por este canal. La presencia de agua dulce
provoca un patrén vertical dominado por la salinidad, el que se presenta todo el afio (Schneider et al.,
2014). Sin embargo, la distribucién espacial de la pluma de rio Cisnes en los canales Puyuhuapi y
Jacaf, esta asociado con la direccion del viento predominante, donde los vientos que se dirigen hacia
el fiordo tienden a oponerse a la circulacién gravitacional.

Jacaf

La temperatura en el canal Jacaf fue mayor en la cabeza (>16°), lo cual puede ser atribuido a la
presencia de agua estuarina salada (salinidades de 2 -31) generada por la mezcla de aguas estuarinas
probablemente provenientes de la descarga de los rios Cisnes y Ventisqueros con agua salada, donde
el porcentaje de agua estuarina es mayor cerca de la cabeza. Esta capa de agua estuarina salada
tiene una extension a lo largo de todo el canal Jacaf hasta aproximadamente 10m de profundidad,
presentando una mayor estratificacion en la cabeza en comparacion con la boca del canal,
coincidiendo con la presencia de los maximos de fluorescencia los que se ubicaron bajo la capa de
agua estuarina (>10m) y en las estaciones con menor estratificacion (boca del canal Jacaf).

Moraleda

El canal Moraleda se caracteriz6 por registrar las menores temperaturas en superficie al igual que la
salinidad, es decir este canal tiene la menor influencia estuarina en comparacion con el canal
Puyuhuapi y Jacaf.

Contenido de Toxinas

Se observd que a bajas temperaturas en la columna de agua (12 a 13°C, canal Moraleda) se
presentaron los mayores contenidos de toxina (>100 fmol cel-'). En sistemas con mayor temperatura
(13 a 14.5 °C) se present6 un rango en el contenido de toxina mucho mas amplio, pero con valores
mas bajos (10 a 60 fmol cel"). En relacién a la salinidad, entre 26 a 28 psu el contenido de toxina fue
menor a los 40 fmol cel'. Sobre los 29 psu, los valores fluctuaron entre los 60 a 140 fmol cel- (Fig.
5.6.13).

En base a los resultados, las poblaciones naturales de canales de la regién de Aysén presentaron una
dominancia de toxinas carbamoil (GTX 1,4 y GTX 2,3) y sulfocarbamoil (C2), una baja representacion
de C1, y ausencia de Saxitoxinas (SXT), dcGTX2, dcSXT3, decarbamoil saxitoxinas (dcSXT). Perfiles
muy similares han sido descritos para otras cepas de A. catenella del sur de Chile (Krock et al. 2007,
Varela etal 2012). El bajo porcentaje (0 ausencia) de las toxinas carbamoil (NEO y SXT) es consistente
con el patron global encontrado para otras cepas de A. catenella (Krock et al 2007). El contenido de
toxina mayor (100-140 fmol cell"') fue calculado para sistemas de agua con bajas temperaturas y alta
salinidad, caracteristicas encontradas en canal Moraleda. Como ha sefialado Cembella et al. (1987),
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el contenido de toxinas paralizantes en dinoflagelados marinos puede variar en el tiempo y estar sujeto
a cambios en las condiciones ambientales.

Registro de dinoflagelados de los géneros Karenias, Azadinium y Amphidoma en la region de
Magallanes.

Durante esta etapa XII, y tal como ocurrié en la etapa pasada, la obtencion de muestras de agua de
los estratos superficie -10 m y 10-20 m mediante muestreo con manguera para analisis cuantitativos,

permiti6 la identificacion de especies fitoplanctonicas no observadas anteriormente, particularmente
especies de los géneros Karenia, Azadinium y Amphidoma (Fig. 5.6.14). En Karenia algunos de sus
miembros han sido mencionados como ictiotoxicos, los cuales han provocado la muerte de peces en
cautiverio en Chile y de otros diversos animales en diferentes partes del mundo (Clément et al., 2001;
Lietal., 2017). En Chile, la muerte de peces en el Golfo de Penas en enero de 2017, donde murieron
alrededor de 130 ton de smolt de Salmén del Atléntico (Salmo salar), fue uno de los ultimos eventos
producidos por este género de dinoflagelados, siendo esa ocasién atribuida preliminarmente a la
especie Karenia cf. mikimotoi. Esto ultimo, sin embargo, fue puesto en duda posteriormente luego que
se identificaran mediante estudios de microscopia (fotonica y electrénica de barrido) y de métodos
moleculares (PCR) otras especies de Karenia, tales como, K. selliformis, K. bicuneiformis, K. cf.
papilionacea, K. cf. brevis, K. cf. brevisulcata y Karenia sp (Fig. 5.6.14 a—g). En la actual etapa, el
Grupo Karenias fue identificado en las 80 estaciones (100%) monitoreadas en la region de Magallanes.
El registro de maxima abundancia (promedio de 11 cruceros) ocurrié en el area Magallanes Norte,
principalmente en el estrato superficial (0-10 m) en periodo de primavera, siendo Puerto Fontaine
(M21) la estacion con maxima abundancia (550 cél L-1).

Por otro lado, ademas del registro del género Karenia, cinco dinoflagelados de la familia
Amphidomataceae han sido registrados (Fig. 5.6.14 h-l). Sus caracteristicas morfologicas, tales como,
tamafio pequefio (8-17 pm), cingulo ancho, presencia de pirenoides, y ocasionalmente una espina
antapical, evidenciaron la presencia de los géneros Azadinium y Amphidoma. Analisis moleculares
confirmaron por primera vez para aguas del sur de Chile a los productores de azaspiracidos Azadinium
spinosum 'y Azadinium poporum y al no productor de toxinas Azadinium obesum. Mediante
microscopia se identificd una especie de Azadinium hasta ahora no descrita y a Amphidoma cf.
parvula. En Magallanes el Grupo Azadinium fue identificado en 57 (71%) de las 80 estaciones
monitoreadas, registrandose la maxima abundancia promedio anual en el &rea Magallanes Centro,
principalmente en el estrato superficial (0-10 m) y en primavera, destacando la estaciéon Segunda
Angostura (M39N1) como la que presentd maxima abundancia (612 cél L-).
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Respuesta a variaciones en salinidad y potencia citotoxica de Pseudochatonella verruculosa
aislada desde el seno de Reloncavi.

Identificacion molecular de Pseudochattonella

La secuencia de rDNA de LSU parcial de 250 pb obtenida de Pseudochattonella verruculosa cepa
ARCA498 fue idéntica a seis secuencias previamente identificadas en P. verruculosa (AB217643.1,
AM850226.1, AM850225.1, AM850224.1, AB217642.1, AM040504.1), difiriendo de secuencias de
Pseudochattonella farcimen por 4-5 sustituciones. Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de estas
secuencias y grupos enraizados con parientes de Pseudochattonella demuestran este patron y dan
una escala relativa de variacion entre la cepa chilena y otras secuencias de P. verruculosa, asi como
P. farcimen. El arbol LSU muestra el aislamiento de la cepa de Isla Huar asociado al clado de P.
verruculosa, aunque no como un grupo monofilético (Fig. 5.6.15).

Caracteristicas morfolégicas y crecimiento de los cultivos de Pseudochattonella

Las células mostraron una morfologia variable con cambios de forma y tamafio en respuesta a los
tratamientos de fase de crecimiento y salinidad. Todos los tratamientos mostraron formas celulares
que van desde pequefias células esféricas/ovaladas (4-10 um) a cdnicas alargadas (8-19um). Dos
flagelos heterocontos siempre presentes. El flagelo mas corto esta orientado hacia atras y un flagelo
mas largo dirigido anteriormente (12-22um) (Fig. 5.6.16). Los mucocistos estaban presentes
principalmente en células mas grandes que en células mas pequefias. Las micrografias de analisis
SEM de los cultivos de P. verruculosa mostraron la presencia mas recurrente de mucocistos en células
de P. verruculosa a 25 psu que en células de los cultivos a 35 psu (Fig. 5.6.16).

La respuesta de P. verruculosa a los cambios en la salinidad fue significativamente diferente en
términos de densidad celular maxima y tasa de crecimiento especifica méaxima (umax) (ANOVA, df =
4, p <0.001). La densidad celular maxima mas alta entre todos los tratamientos se obtuvo a 30 psu
(84333 + 4833 cel mL), y la méas baja a 15 psu (269 + 71 cel mL-"). El ymax mas alto de 1,44 d-' se
alcanzé a 20 psu y el mas bajo a 30 psu con un valor promedio de 0,88 d-1. Las agregaciones de
células multinucleadas se observaron en el fondo de los matraces durante todo el periodo
experimental. Después de aproximadamente 15 dias, algunos cultivos mostraron un crecimiento
celular vegetativo que alcanzd concentraciones modestas en condiciones de agotamiento de
nutrientes (datos no mostrados) (Fig. 5.6.17)

Citotoxicidad de Pseudochattonella en lineas celulares

La viabilidad de las células branquiales después de 1 hora de exposicion a P. verruculosa no mostro
diferencias significativas entre el sobrenadante y los tratamientos de células lisadas (ANOVA, p> 0.05,
Fig. 5.6.18), y la actividad litica mostré un ligero aumento junto con la densidad de células de
Pseudochattonella a ambos niveles de salinidad. La citotoxicidad de los compuestos intra- y
extracelulares de P. verruculosa no mostraron diferencias significativas (ANOVA, p <0.05; excepto el
tratamiento a 100,000 células de Pseudochattonella mL' a 25psu - dia1; Fig. 5.6.18a) y los
tratamientos a la salinidad 25 demostraron ser compuestos mas potentes que los exudados obtenidos
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a 35 psu, reduciendo la viabilidad de las células branquiales hasta en un 52% de los controles a
100,000 cél mL-'. Los compuestos liticos de ambos tratamientos de salinidad se degradaron
rapidamente en condiciones de luz, reduciendo la viabilidad de las células branquiales en menos de
20% después de 5 dias de almacenamiento a 15°C (Fig. 5.6.18).

Discusion

Como Pseudochattonella verruculosa es una especie recientemente reportada en aguas chilenas, casi
nada se sabe sobre su ecologia. Este es el primer estudio que confirma formalmente la identificacion
taxonémica de las poblaciones chilenas de Pseudochattonella como P. verruculosa utilizando un
enfoque genético y la primera evaluacion del crecimiento celular In Vitro y la citotoxicidad.

Caracterizacion Molecular

Segln nuestro conocimiento, esta es la primera caracterizacion molecular formal de una cepa de
Pseudochattonella aislada de la floracion masiva de 2016 en el Seno de Reloncavi (sur de Chile),
utilizando una secuencia obtenida de la regién de ADNr de LSU. Estos resultados asociaron a la cepa
chilena de P. verruculosa (ARC498) dentro de un clado con otras cepas de P. verruculosa de Japon y
Nueva Zelanda de acuerdo a Chang et al (2014) para el mismo gen. Sin embargo, deben usarse otros
marcadores (18S, Rbcl, COI, ITS) para confirmar nuestra cepa chilena de Pseudochattonella dentro
del clado de P. verruculosa. Esto se debe principalmente al hecho de que diferentes marcadores
genéticos pueden diferir en los resultados. Por ejemplo, se encontrd que una cepa de
Pseudochattonella en el puerto de Wellington (Nueva Zelanda) es similar a la P. verruculosa utilizando
la subunidad mayor de la ribulosa bifosfato carboxilasa (rbcl) y las secuencias parciales del ADNd de
LSU con codificacién nuclear, mientras que las secuencias del ADNc mitocondrial (COIl) agrup6 esta
cepa como P. farcimen (Chang et al., 2014). Ademas, los datos de secuencia (no publicados) de las
muestras de campo recolectadas durante la floracién de 2016 han indicado la coexistencia potencial
de P. farcimen con P. verruculosa en el area del fiordo patagonico (ADL Diagnostic Chile-
comunicacién personal). Bajo este escenario y dada la alta variabilidad morfolégica ya descrita para
las especies de Pseudochattonella (Eckford-Soper & Daugbjerg, 2016b), la descripcion de los
marcadores moleculares se convierte en una herramienta clave para la deteccion precisa de especies
en las aguas chilenas. La secuencia de P. verruculosa descrita en este estudio tiene el potencial para
el disefio de partidores para PCR cuantitativo (QPCR) con el objetivo de la elaboracién de una
herramienta de identificacion y cuantificacion rapida y de bajo costo que se utiliza, por ejemplo, en
muestras de campo de floraciones de Pseudochattonella en aguas danesas (Eckford-Soper &
Daugbjerg, 2016a). En estudios futuros, el analisis de pigmento en HPLC también podria ayudar a una
mejor discriminacion de las especies de Pseudochattonella, ya que la violaxantina, la luteina y la
anteroxantina solo se detectan en P. verruculosa (Tomas et al., 2004).

Efecto de la salinidad en el crecimiento de Pseudochattonella

Las altas variaciones de salinidad observadas en los sistemas estuarinos debido a la mezcla de agua
o la estratificacion, pueden producir alteraciones en la estructura comunitaria del fitoplancton. Estos
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efectos pueden incluir (i) cambios celulares a nivel i6nico debido a la permeabilidad selectiva de los
iones de la membrana, (i) estrés osmético con impacto directo en el potencial eléctrico celular y (iii)

estrés idnico causado por la inevitable captacion o pérdida de iones (Kirst, 1990). El Seno de Reloncavi
(41° 35" S, 72° 20' W), que se reconoce como el 'punto caliente' para las floraciones de
Pseudochattonella en el sur de Chile, tiene un amplio rango de salinidad que puede variar desde <10
psu en la superficie y > 30 psu en aguas profundas (Castillo et al., 2015). En nuestro estudio, la cepa
ARC498 de P. verruculosa aislada desde el Seno de Reloncavi alcanzd altas densidades celulares
entre 20 y 35 psu. En 15 psu, el crecimiento celular exponencial se retrasé 8 dias en comparacion con
los otros tratamientos de salinidad y las densidades celulares fueron varios 6rdenes de magnitud
menores, aunque el crecimiento positivo neto durd varios dias. Estos resultados sugieren que el agua
dulce en la capa superior del fiordo puede actuar como un control ambiental para el crecimiento celular
de P. verruculosa.

La capacidad para mantener un alto y positivo crecimiento neto en un amplio rango de salinidades
puede tener varias ventajas competitivas en un sistema estuarino dinamico cuando la turbulencia
rompe la haloclina y dispersa verticalmente las células fitoplanctonicas a través de la columna de agua.
Esta amplia tolerancia a la salinidad también se ha observado en Dictyocha speculum Ehrenberg
(Henriksen et al., 1993). Sin embargo, se ha sugerido que el crecimiento de las microalgas depende
principalmente de la temperatura y la luz, con un rango de tolerancia a la salinidad que se amplia a
medida que estos parametros se aproximan a la optimizacion (Kirst, 1990). Una creciente tolerancia a
la alta salinidad por parte de nuestra cepa de P. verruculosa podria ser el resultado de condiciones
Optimas In Vitro (20 pymol fotén m2 s-' a 15°C) y es probable que difiera en los fiordos altamente
dindmicos. Otro aspecto a tener en cuenta es que los experimentos se realizaron utilizando cepas
previamente aclimatadas durante varias generaciones. Otros estudios futuros deberian evaluar el
efecto de los cambios drésticos de salinidad en el crecimiento de P. verruculosa.

En este estudio, documentamos por primera vez las tasas de crecimiento celulares para una cepa
chilena de P. verruculosa. Las tasas de crecimiento maximas, que oscilaron entre 0,88 y 1,44 d-,
fueron mayores en comparacién con las observadas por Skjelbred et al., (2011) para las cepas
danesas de P. verruculosa (0,61 d) e inferiores a 1,74 d-, registradas en una cepa japonesa
(Yamaguchi et al., 1997). El alto ymax observado en nuestro experimento podria atribuirse a una alta
tasa de division celular, pero también a la presencia de agregaciones de células multinucleadas
observadas en el fondo de nuestros frascos de tratamiento durante todo el experimento. Se ha
sugerido que estas agregaciones masivas podrian actuar como estados de resistencia cuando las
condiciones se vuelven desfavorables (Chang et al., 2014). Por lo tanto, los valores de crecimiento in
vitro podrian haber incrementado por la entrada de células desde germinaciones provenientes de estas
etapas de resistencia y también podrian apuntar a homotalismo en nuestra cepa ARC498 monoclonal.

Actividad litica en P. verruculosa

Las especies del género Pseudochattonella han sido reportadas como altamente ictiotoxicas, con
importantes pérdidas econdémicas para la industria salmonera chilena desde 2004 (Mardones et al.,
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2012). La mayoria de los exdmenes histoldgicos realizados en salmones afectados durante eventos
de floraciones de esta microalga en Chile, generalmente diagnostican edema, hiperplasia y necrosis
de las laminillas branquiales secundarias (C. Sandoval - VEHICE, comunicacién personal). A pesar de

esto, la investigacion sobre los compuestos toxicos producidos por esta espece es incipiente y ha
demostrado ser dificil.

Bioensayos utilizando lineas celulares de peces (RTgill-W1) se han utilizado ampliamente para
determinar la potencia citotdxica de microalgas ictiotoxicas (Dorantes-Aranda et al., 2015). En este
trabajo, hemos demostrado experimentalmente la actividad litica de P. verruculosa (cepa ARC498) en
las células RTgill-W1, aunque las concentraciones de P. verruculosa no fueran ecolégicamente
realistas (10,000-100,000 cél mL-"), ya que mostraron una pérdida de viabilidad de los tejidos
branquiales muy limitado (hasta méax. 45% de los controles). Estos resultados difieren de las
observaciones de campo, por ejemplo, en 2009, donde P. verruculosa mostré ser extremadamente
toxica en concentraciones celulares tan bajas como 5 cél mL-' (Mardones et al., 2012). De manera

similar, Montes et al., (2018) basados en los sistemas de monitoreo de fitoplancton en Chile, estimaron
que <1 cel mL-! puede asociarse con un comportamiento anémalo en salmones. Similar a estas
observaciones en aguas chilenas, solo 10 cél mL-' de P. verruculosa han sido suficientes para causar
la mortalidad del salmén en Nueva Zelanda (MacKenzie et al., 2011). Puede existir algunas
condiciones experimentales que puedan explicar nuestros hallazgos: 1) las células branquiales se
expusieron brevemente a los compuestos toxicos de P. verruculosa (1h) en comparacion con otros
estudios (Mardones et al., 2015; Dorantes-Aranda et al., 2015). Mardones et al. (2015) demostraron
que algunas cepas del dinoflagelado toxico Alexandrium catenella fueron capaces de reducir la
viabilidad de las células branquiales hasta en un 20% en relacion a los controles a 4,000 cél mL-!
después de 2 horas de exposicién, principalmente debido a la salida neta de K* desde las células
branquiales (Mardones et al., 2018). Por lo tanto, es probable que un incremento en el tiempo de
exposicion a los compuestos toxicos de P. verruculosa produzca un dafio mas grave en el tejido de
las branquias; 2) en este estudio, se analizaron compuestos liticos de los tratamientos de P.
verruculosa contra las células branquiales después de uno y cinco dias de su colecta. Este
procedimiento de almacenamiento mostré que la potencia citotdxica desaparecié rapidamente durante
un periodo de 5 dias. Por lo tanto, es probable que los exudados de P. verruculosa puedan ser mas
ictiotoxicos tan pronto como se liberen en el entorno marino circundante. Este efecto toxico temprano
se observo previamente en ensayos citotdxicos in vitro utilizando extractos de algas de especies de
Pseudochattonella (Skjelbred et al., 2011); 3) se requieren células vivas para inducir un efecto toxico
en los peces como lo sugieren Andersen et al. (2015) y/ 0 4) la reduccién de la citotoxicidad observada
en las células branquiales podria deberse simplemente al hecho de que la cepa ARC498 no es
altamente toxica.

El mecanismo ictiotdxico en Pseudochattonella ha mostrado ser dificultoso de determinar, con el modo

de accién aun por determinar completamente (Eckford-Soper y Daugbjerg, 2016b). En este estudio, la

citotoxicidad de las células de P. verruculosa en tratamientos de células lisadas no mostrd diferencias

significativas con la del sobrenadante. Esto sugiere que la porcion mas litica se libera en el medio libre
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de células en lugar de permanecer unido a la célula. Estos resultados podrian llevar a una futura
explicacion de la naturaleza de las toxinas producidas por Pseudochattonella y su rol en la ecologia
quimica. Conceptos antiguos se centraron en que las ficotoxinas actuaban como productos quimicos
defensivos contra competidores y depredadores (Smetacek, 2001). Los estudios modernos sugieren

que las ficotoxinas unidas a la célula podrian desempefiar una funcién ecologica diferente en
comparacién con los metabolitos toxicos secundarios que se liberan de la célula al entorno
circundante. La excrecion de un compuesto toxico por parte de células individuales puede tener como
objetivo cesar el pastoreo por parte de un depredador mévil o producir un efecto antibiético para reducir
la colonizacion de microalgas por virus o bacterias (Cembella, 2003). Por ejemplo, se demostré que la
actividad aleloquimica del dinoflagelado Alexandrium tamarense contra el dinoflagelado depredador
Oxyrrhis marina no esta relacionada con las toxinas paraliticas de los mariscos (PST) (Alpermann et
al., 2010). De manera similar, Mardones et al. (2015; 2018) demostraron que las toxinas paralizantes
no estan involucradas en el dafio de las branquias de los peces, sino que se sugirié un mecanismo
ictiotoxico alternativo basado en productos de peroxidacién de lipidos debido a una interaccion
sinérgica entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los acidos grasos poli-insaturados (PUFA).
Curiosamente, las especies de Pseudochattonella han mostrado altas proporciones de un raro PUFA
C1s8: 5n-3 y C16: 1n5 y altas proporciones de é&cido docosahexaenoico (DHA) y &cido
eicosapentaenoico (EPA) (Dittami y Edvardsen, 2012; Giner et al., 2008). Esto plantea una gran
pregunta acerca de la posible participacion de un proceso sinérgico entre PUFAs y ROS en la potente
ictiotoxicidad observada en la cepa chilena de P. verruculosa. Es necesaria investigacion clave sobre
el contenido de células PUFA, asi como, la produccién de ROS y de otros metabolitos secundarios
activos por parte de esta especie de fitoflagelado.

Implicaciones ecolégicas

En este estudio, los cambios en la salinidad fueron un factor importante para el crecimiento in vitro y
para determinar cambios en la potencia ictiotoxica de Pseudochattonella. El crecimiento celular
incrementd en condiciones de salinidad moderada-alta (30psu), lo cual coincide con las observaciones
de terreno durante la masiva floracién de Pseudochattonella en 2016. El fuerte evento de EI Nifio 2015-
2016 resultd en un verano extremadamente seco en la costa sureste del Pacifico, con un muy extremo
bajo caudal de los rios y una radiacion solar superior a la normal (Leon-Mufioz et al., 2018). Estas
condiciones meteoroldgicas extremas permitieron la adveccion vertical de aguas salinas ricas en
nutrientes (30 psu) que finalmente dieron como resultado una intensificacién de la floraciéon de
Pseudochattonella que alcanzé densidades celulares méximas de 7.700 a 20.000 cél mL-" (Clément
et al., 2016; Ledn -Munoz et al., 2018). Por lo tanto, las menores concentraciones de
Pseudochattonella registradas en las floraciones de 2005, 2009 y 2011 podrian haber sido el resultado
de columnas de agua altamente estratificadas con mayores entradas de agua dulce en la superficie.
Sin embargo, esas floraciones de baja intensidad produjeron dafios sustanciales en las branquias de
los peces con menos de 20 cél mL-, lo que sugiere el importante efecto de la baja salinidad (20-25
psu) en el incremento de la potencia ictiotdxica.
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Si bien el evento de El Nifio 2015-2016 a gran escala produjo cambios evidentes en la estructura halina
de la columna de agua en el Seno de Reloncavi, es importante destacar que también se debe
importantes cambios en pCO2/pH y a la composicién/disponibilidad de nutrientes, entre otras variables.
Mardones et al. (2016) mostraron que las fluctuaciones espacio-temporales de pCO2/pH en los fiordos
chilenos pueden afectar fuertemente las respuestas fisiologicas de A. catenella. Se observaron
cambios fisiolégicos, como una reduccion del tamafio celular y un incremento en la formacién de
cadena a pH alto/ bajo pCO: (es decir, condiciones de florecimiento de fitoplancton). Por otro lado, la
entrada de aguas marinas ricas en nutrientes inorganicos (es decir, NOs-) versus aguas interiores,
altamente influenciadas por nutrientes organicos (es decir, NH4*) debido a la intensa acuicultura,
podria haber contribuido a cambios en la composicion de la comunidad de fitoplancton por diferencias
en las proporciones NHs* y NO3- lo cual afecta el metabolismo especifico de un taxén. El rol de estas
variables quimicas es clave en la dinamica de las floraciones de Pseudochattonella y se debe evaluar
en futuros experimentos.

Finalmente, las altas densidades celulares obtenidas en nuestros experimentos in vitro (>80.000 cél
mL-) versus recuentos de campo, reflejan la dificultad en la identificacion de células de
Pseudochattonella mediante microscopia optica. EI complejo ciclo de vida de Pseudochattonella, que
incluye etapas flageladas muy pequefas y grandes agregaciones multinucleadas (Chang et al., 2014;

este estudio), probablemente condujo a una identificacion erronea y a subestimaciones en el recuento
de células en el bloom de Pseudochattonella en 2016. Por lo tanto, el advenimiento de enfoques
moleculares se convierte en una herramienta importante para mejorar la efectividad de los programas
de monitoreo.

En conclusién, el presente trabajo ha confirmado formalmente la presencia de P. verruculosa en aguas
chilenas, asi como también mostro el efecto de la salinidad sobre el crecimiento celular y la potencia
ictiotoxica de la especie. En general, las altas tasas de crecimiento celular salinidad moderada-alta
podrian explicar la masiva floracion registrada en 2016. EI aumento de la citotoxicidad en P.
verruculosa en condiciones de baja salinidad puede ser importante para comprender las propiedades
ictiotoxicas de las cepas chilenas en condiciones oceanogréaficas altamente variables, como las que
ocurren en la costa sur de Chile. Aun permanece pendiente la comprension del rol de los mucocistos,
asi como también, la producciéon de PUFA, ROS y/u otros metabolitos secundarios que pudieran
explicar la ictiototoxicidad de las cepas chilenas de P. verruculosa.

Identificacion molecular de los dinoflagelados Alexandrium catenella y Alexandrium
ostenfeldii.

De la totalidad de los marcadores disefiados, solo 2 mostraron su especificidad para las especies A.
catenellay A. ostenfeldii, donde se obtuvo un fragmento de 250 pares de bases el cual fue comparado
con la base de datos en NCBI, arrojando un porcentaje de similitud del 99% para A. catenella y 98%
para A. ostenfeldii. Una vez establecida la especificidad, se realizé6 una gPCR usando diluciones
seriadas en diferentes cepas de A. catenella'y A. ostenfeldii para determinar la eficiencia de los
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partidores (Fig.5.6.19). Esta mostré una eficiencia cercana a -3.3 y un r2de 0.99 para ambas especies
(Fig.5.6.19), ademas la transformacion logaritmica de la curva de PCR permitio la realizacion de una
curva de melting (Tm), lo cual indica la presencia de solo un fragmento especifico para los marcadores
disefiados (Fig.5.6.19b).

Una vez determinada la eficiencia de la PCR y su especificidad, se realizé un ensayo usando diferentes
concentraciones celulares de A. catenella y A. ostenfeldii provenientes de muestras de cultivo en

concentraciones de 20-100-200-500-2500 cél mL-". Los resultados obtenidos muestraron la eficiencia
de los partidores en la deteccion de las especies objetivo bajo diferentes concentraciones (Fig. 5.6.20).
Los niveles de deteccidn varian entre ambas especies, sin embargo, se observd una directa
correlacion entre el nimero de células por mL y los niveles de expresion relativa del fragmento del gen
28S usando los marcadores especie especificos, donde los menores niveles de expresion fueron
detectados a 20 cél mL-' y los maximos niveles en concentraciones mayores a 500 cél mL-1, lo cual
comprueba la especificidad de la PCR en muestras de cultivo.

Posterior a la determinacion de los limites de deteccidn en muestras de cultivo, los marcadores fueron
testeados en muestras de terreno obtenidas del programa de vigilancia durante el mes de febrero del
2019 (Fig.5.6.21). Los resultados mostraron una discordancia entre los niveles de abundancia relativa
obtenidos por microscopia con los niveles de deteccidn obtenidos por ensayo de gPCR en ambas
especies, sin embargo, cuando las densidades celulares se encuentran entre los niveles 3y 6 en la
escala de abundancia relativa, la deteccion por qPCR muestra mayor sensibilidad comparado cuando
los niveles de AR son bajos. Las diferencias en los niveles de deteccion basados en gqPCR en muestras
de ambiente pueden deberse a que los marcadores disefiados no son cien por ciento especificos para
las especies objetivos, por lo que pueden amplificar regiones gendmicas similares en otras especies.
Para dilucidar esto se cre6 una sonda TagMan especifica para el producto de PCR secuenciada en A.
catenellay A. ostenfeldii, lo cual permitira detectar los niveles de abundancia de las especies objetivos
con mayor precisién, sin embargo, la validacion de esta sonda debe ser testeada bajo diferentes
concentraciones en muestras de cultivo antes de validar en muestras de terreno.

Quistes de resistencia de dinoflagelados en sedimentos de Los Lagos, Aysén y Magallanes

Dentro del fitoplancton marino el grupo de los dinoflagelados es considerado uno de los mas
importantes dado que varias de sus especies forman floraciones algales nocivas (FANSs) y algunas de
ellas, ademas, forman quistes de resistencia bentdnicos durante su ciclo de vida. La formacion de este
tipo de células es de gran relevancia para comprender la dindmica y la ecologia de las floraciones
microalgales debido a que les permite a las especies alternar entre los habitats planctdnico y bentonico
(Anderson, 1998). Los quistes de resistencia son células formadas por la fusién de gametos en la fase
sexual del ciclo de vida de algunos dinoflagelados, y se caracterizan, principalmente, por presentar un
periodo de dormancia obligatoria (periodo que va de dias a meses dependiendo la especie y la cepa)
y por poseer paredes gruesas Y resistentes que les permiten soportar condiciones altamente adversas
(e.g. anoxia, bajas temperaturas y oscuridad) en los sedimentos. Una vez cumplido este periodo de
dormancia, y si las condiciones ambientales son favorables para la especie, el quiste germinard y
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podra re-establecer la poblacién mévil (McQuoid et al., 2002; Ellegaard & Ribeiro, 2018). Dado que en
los sedimentos marinos los quistes pueden permanecer viables por largos periodos de tiempo (incluso
un siglo; Ribeiro et al., 2011), el estudio de este tipo de células es de gran importancia ya que entrega
informacidn sobre la distribucion geogréafica de las especies, y sobre floraciones que ocurrieron en el
pasado al registrar altas abundancias de quistes. Adicionalmente, los quistes permiten obtener
informacion relevante respecto de especies plancténicas que pueden ser pasadas por alto en
programas de monitoreos, especies que son dificiles de identificar por su similitud morfolégica, o que
son fragiles o presentan un periodo corto en su fase vegetativa haciéndolas dificil de pesquisar. Por

otro lado, la presencia y la correcta identificacion de quistes de especies productoras de toxinas en
sedimentos es fundamental para iniciar o robustecer programas de monitoreo en zonas donde no se
conocia su presencia, pudiendo entregar informacion relevante sobre eventos de proliferaciones
ocurridas en décadas pasadas cuando se estudian columnas sedimentarias.

Durante esta etapa, se registrd la diversidad y abundancia de quistes de dinoflagelados en 18
muestras de sedimento superficial obtenidas entre las regiones de Los Lagos y Magallanes,
permitiendo de esta forma identificar areas con presencia de especies nocivas e/o inocuas. De las
muestras analizadas, el 100% de ellas fue positiva para presencia de quistes. Un total de 63 morfotipos
distintos fueron registrados en toda el area de estudio (Figs. 5.6.22 — 5.6.25), representando 15
géneros (Alexandrium, Protoceratium, cf. Lingulodinium, Gonyaulax, Pentapharsodinium, Scrippsiella,
Dissodinium,  Archaeperidinium,  Echinidinium,  Protoperidinium,  Polykrikos,  Preperidinium,
Diplopsalopsis, cf. Ensiculifera, y Niea) y 22 quistes no identificados. Se presentan aqui por primera
vez para el sur de Chile quistes de dinoflagelados que no han sido previamente reportados:
Pentapharsodinium tyrrhenicum, Disodinium pseudolunula, Echinidinium aculeatum, Protoperidinium
nudum, Protoperidinium tricingulatum, dos tipos de Polykrikos, Diplopsalopsis ovata, cf. Ensiculifera
carinata y Niea acanthocysta.

La regién de Los Lagos presentd un total de 2771 quistes y 36 morfotipos distintos, siendo Pichicolo
(LOBN3) la estacion con mayor diversidad (n=20) y mayor abundancia (2277 quistes x c¢cm3 de
sedimento humedo, s.h.); Aysén por su parte present6 un total de 7509 quistes y 38 morfotipos, donde
Seno Canalad (A18N2) obtuvo la mayor diversidad (n=25) y mayor abundancia (4087 quistes x cm3
s.h.), y Magallanes con un total de 8892 quistes y 43 tipos morfotipos distintos, siendo la estacion
Bahia Liberta (M05) la que presenté mayor diversidad (n=22) y Bahia Ensenada (M18) la de mayor
abundancia (2960 quistes x cm s.h.). En Los Lagos la especie méas abundante fue Archaeperidinium
minutum (ex Protoperidinium minutum), mientras que en Aysén fue Protoceratium reticulatum, y en
Magallanes Protoperidinium conicoides (Fig. 5.6.22 c,n,r).

Respecto a la presencia de quistes de especies nocivas en el area de estudio, un total de 3 especies

fueron identificadas (Fig. 5.6.22 a—c), el dinoflagelado Alexandrium catenella, productor de toxinas

paralizantes, Alexandrium ostenfeldii, productor de toxinas paralizantes y toxinas lipofilicas de los tipos

espirolidos y gimnodiminas, y Protoceratium reticulatum, productor de yesotoxinas. De acuerdo a su

distribucion y abundancia por region, en Los Lagos se registraron quistes de A. catenella (1 de 4

estaciones; 25%) y P. reticulatum (3 de 4 estaciones; 75%), hallandose los quistes de A. catenella (4
84

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.



7—\/

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

quistes x cm- de s.h.) en Asasao (L22), y la mayor abundancia de P. reticulatum en Pichicolo (LO6N3)
(27 quistes x cm3 de s.h.). En Aysén y Magallanes fue posible identificar a las tres especies nocivas.
En Aysén el registro de quistes de A. catenella (3 de 5 estaciones; 60%) mostrd que las més altas
abundancias se encontraron en las estaciones Seno Canalad (A18N2) y Seno Medio (A18N3) (459 y
560 quistes x cm= s.h., respectivamente); A. ostenfeldii (2 de 5 estaciones; 40%) alcanzé su méxima
abundancia en Seno Ventisquero 2 (A19N2) (16 quistes x cm-3s.h.) y P. reticulatum (4 de 5 estaciones
positivas; 80%) destacando en Seno Canalad como el lugar con mayor abundancia (2849 quistes x
cm3 de s.h.). En Magallanes, A. catenella'y A. ostenfeldii se presentaron solo en Bahia Bell (M33) y
Estero Wickham (M26), respectivamente (1 de 7 estaciones positivas; 14.2%), ambas con una baja
abundancia (11 y 12 quistes x cm3 s.h., respectivamente), mientras que P. reticulatum (4 de 7
estaciones; 57.1%), a diferencia de los anteriores, fue registrada con una alta abundancia en Estero
Wickham (912 quistes x cm- de s.h).

5.7. Objetivo Especifico 7:

Mantener la distribucion de la informacion generada por el programa orientada a la autoridad y a todo
publico

Sistema de distribucion de la informacion.

Redes sociales

Durante esta etapa, se ha continuado el trabajo a través de redes sociales (Facebook y Twitter) con
el objetivo de mantener a una comunidad informada con respecto a temas nacionales e internacionales
de las Floraciones de Algas Nocivas (FANSs). Los resultados generados por el grupo de Marea Roja
(Monitoreo, charlas, congresos, publicaciones), son informados a través de estas plataformas.

Aplicacion para teléfonos méviles - i~FAN.

La principal informacién entregada a través de nuestra App (i~FAN) es el estado de la abundancia
relativa de A. catenella en todas las estaciones del Programa de Monitoreo de Marea Roja (desde
seno de Reloncavi hasta el estrecho de Magallanes). A través de mensajes “push”, se notifica a los
usuarios de la App cuando las abundancias relativas son actualizadas para cada una de las zonas de
Chiloé (norte, centro y sur), Aysén (norte, sur y Tortel) y Magallanes (norte, centro y sur). De esta
manera, el usuario podra visualizar en “Estados de Alerta”, la abundancia relativa de A. catenella a
través de un seméforo, los cuales indican:

- Situacion de Ausencia (seméaforo blanco). La microalga no esta presente en el agua.

- Situacion Normal (seméforo verde). Los niveles de abundancia son bajos y no representan
riesgos.

- Precaucion Moderada (semaforo amarillo). Los niveles de abundancia son intermedios, no
representan alto riesgo, pero hay que estar atentos a la evolucion de la Floracion.

- Alerta Temprana (semaforo naranja). Los niveles de abundancia son altos y potencialmente
presentarian riesgo si se mantienen en el tiempo.
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- Situacion de Riesgo (semaforo rojo). Los niveles de abundancia son muy elevados y
representan riesgo.

Por otra parte, se entrega informaciéon complementaria para dar a conocer aspectos basicos de las
Floraciones de Algas Nocivas, a través de preguntas tales como: ;Qué es una Floracion de Algas
Nociva?, ; Qué significa microalga?, ; Qué puedo comer con seguridad?,  Por qué se trabaja tanto en
Chile el tema de las Mareas Rojas?, ;Qué sintomas causan las toxinas de los mariscos?, ¢Hay
antidotos para los Venenos?, etc. A través de imagenes de especies de microalgas asociadas a
intoxicaciones (e.g. Alexandrium catenella, Dinophysis acuta, D. acuminata), se trata de acercar a las
comunidades a conocer que hay a nivel microscdpico en el agua.

Finalmente, en la seccion de “Noticias”, se comparte informacién de la SEREMI de Salud, con respecto
a cierres o aperturas de areas afectadas por Marea Roja, informes semanales del Laboratorio de
Toxinas Marinas de la Universidad de Chile, y los reportes técnicos elaborados por el Centro de
Estudios de Algas Nocivas que abarca los subprogramas de alta (Fiscalizacién y Vigilancia) y baja
frecuencia (Regular), ademas de reportes especiales cuando las abundancias relativas con muy altas
en determinadas zonas.

Boletines Técnicos.
A través de la pagina del Instituto de Fomento Pesquero (www.ifop.cl), se distribuye la informacion a
través de boletines técnicos que entregan informacion sobre:

Ejercicios de Dispersion. Se realiza un ejercicio de dispersidn construido en el software MIKE3, cuando
los estimadores de AR superan el nivel 5 en mas de tres estaciones de muestreo de un sector
determinado. Este modelo utiliza datos batimétricos, mareas y vientos pronosticados. Las particulas
dispersadas corresponden a un flujo constante de particulas lanzadas a 5m de profundidad las cuales
no sedimentan, ni decaen. La finalidad de este ejercicio es poder pronosticar la direccion y dispersion
del flujo de particulas desde puntos especificos (focos de dispersion) para un periodo determinado de
dias.

Reportes Especiales. Los reportes especiales corresponden, al igual que el anterior, a los datos de
AR generados mensualmente por el monitoreo regular, con la diferencia que estos corresponden a un
sector especifico de los 9 mencionados anteriormente. Se genera este tipo de reporte cuando en este
sector se encuentran elevados niveles de AR y es necesario informar y elaborar con anticipacion al
resto de sectores para generar la alerta temprana correspondiente. La estructura es exactamente la
misma que la descrita para el reporte del Monitoreo Regular.

Reportes Periodicos. Corresponden a los reportes elaborados para los datos de AR de la especie
Alexandrium catenella los cuales son generados por los Sub-programas de Vigilancia y Fiscalizacion
y Raul Marin Balmaceda (Alta Frecuencia), los cuales tienen una periodicidad de muestreo de
aproximadamente 10 dias en 23 estaciones de los siguientes sectores: sur de Chiloé, norte de Aysén

86

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.


http://www.ifop.cl/

7o\t

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

(Melinka) y Raul Marin Balmaceda (estero Pitipalena). Posee la misma estructura que los reportes
antes mencionados.

Monitoreo Regular. El reporte del Monitoreo Regular corresponde a los datos de Abundancia Relativa
(AR) para la especie Alexandrium catenella generados mensualmente para la totalidad de estaciones
de cada una de las tres regiones (Los Lagos, Aysén, Magallanes), las cuales estan ademas
subdivididas en tres sub-zonas (Los Lagos: norte, centro y sur; Aysén: norte, sur y Tortel; Magallanes:
norte, centro y sur), incorporandose simultaneamente los datos de cada uno de los tres sectores. Se
incluye en este reporte mapas de AR por cada estacion de muestreo, seméforo de alerta y descripcion
del estado de la floracién, datos oceanograficos para cada zona e imagenes satelitales de temperatura
superficial del mar.

Cada uno de los reportes puede ser descargado directamente desde la pagina, o bien desde nuestras
redes sociales de Facebook o Twitter.

Acciones de difusion, capacitacion y educacion.

Charlas y actividades colaborativas

Durante el afio 2018, se realizaron 8 charlas de Difusion (Conversando sobre Mareas Rojas), en las
cuales se trabaj6 con nifios de ensefianza basica, media y pescadores artesanales. La dinamica radica
en una “Dinamica de Grupo’, en la cual un “Facilitador” ayuda a que el grupo comparta experiencias
y se realice una actividad colaborativa. Se revisaron aspectos generales tales como Concepto de FAN,
Microalgas y Transvectores. Se continua con una dindmica denominada “Torbellino de Ideas”, donde
cada asistente debe indicar en sélo una palabra que es lo que piensa cuando le preguntan sobre
Mareas Rojas o0 FANSs, lo cual ayuda a construir una plataforma para poder continuar con una discusion
socializada (interaccion dinamica).

Videos de corta duracién

Se desarrollaron 3 videos (2 minutos aprox.) los cuales seran utilizados como material de apoyo en
futuras actividades de Difusion del Programa de Marea Roja. Los temas trabajados fueron:
1. Plancton Marino.
Carbonell, P., L. Guzmén, R. Martinez, G. Fuenzalida, E. Cascales, J. Mardones. El principal
objetivo es dar a conocer qué es el Plancton, con énfasis en el fitoplancton (diatomeas y
dinoflagelados), procesos asociados (gj. fotosintesis) y factores asociados a una Floracion.
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2. Floraciones de Algas Nocivas.
Carbonell, P., L. Guzman, L. Iriarte, L. Lépez, J. Mardones. Floraciones de Algas Nocivas. Se
da a conocer conceptos, condiciones propicias para el desarrollo de una FANSs, duracion y
distribucion espacial.

3. Toxinas Marinas en Chile.
Carbonell, P., L. Guzman, G. Labra, L. Iriarte, V. Mufioz, L. Lépez, G. Pizarro, C. Alarcén, H.
Pacheco, C. Toro. Toxinas Marinas en Chile. Se da a conocer las principales toxinas marinas
en Chile, junto a sus efectos y distribucion.

5.8 Objetivo Especifico 8:

Realizar un taller de presentacion de resultados (mayo 2006 — febrero 2019), con énfasis en los
resultados obtenidos durante la etapa Xll, sin perjuicio de comprometer la presentacion de trabajos
indistintamente en seminarios, congresos, conferencias, simposios y/o publicacion de articulos
cientificos

El taller se realizé el dia martes 14 de mayo del 2019 entre las 08:30 — 13:00 h en la ciudad de Puerto
Montt. En esta oportunidad, el taller contd con un total de 10 presentaciones, cada una con un tiempo
estimado de 15 minutos de duracion siendo divididas en dos bloques con las diferentes lineas de
trabajo que estan siendo desarrolladas en el Centro de Estudios de Algas Nocivas (CREAN)
abarcando las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes. La invitacién efue abierta tanto a
autoridades, investigadores (Anexo 9).
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6. CONCLUSIONES

Distribucion de toxinas en la macroregién sur-austral, Etapa XIL.

- Las toxinas paralizantes mostraron altas concentraciones en la regidn de Aysén, y en menor
grado en la region de Los Lagos y Magallanes. Para toxinas lipofilicas, la mayor cantidad de
muestras positivas fueron para la region de Aysén, y en menor grado para la region de Los
Lagos y Magallanes. La toxina amnésica no fue detectada en ninguna de las regiones
monitoreadas.

Andlisis descriptivo de la Abundancia Relativa de la especie Alexandrium catenella y
Alexandrium ostenfeldii para el periodo comprendido entre marzo del 2018 a febrero del 2019
en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

- Durante la el periodo comprendido entre Marzo del 2018 a febrero del 2019 no se registraron
grandes floraciones de A. catenella en las regiones de los Lagos y Magallanes, salvo periodos
puntuales donde los estimadores de AR no superaron el nivel 6 (extremadamente abundante).
Esto se puede observar durante el periodo diciembre 2018 a febrero 2019 en la zona sur de
Chiloé y en el periodo de octubre en la zona norte de Magallanes y Canal Beagle.

- Las mayores floraciones se observaron en la region de Aysén, principalmente en el periodo
de primavera-verano y con una mayor intensidad en la zona de Aysén Sur donde alcanzaron
niveles de AR entre 7 (hiper abundante) y 8 (ultra abundante).

- A ostenfeldii estuvo presente durante todo el periodo de muestreo en las regiones de Los
Lagos y Aysén, y en menor medida en la regién de Magallanes. Sin embargo no se registraron
grandes floraciones de esta especie en ninguna de las regiones, salvo en casos y sectores
puntuales donde se registraron niveles de 6 (extremadamente abundante) en la escala de AR.
Estos casos puntuales fueron: durante el mes de octubre del 2018 en la zona norte de
Magallanes y canal Beagle, y durante el periodo de enero-febrero del 2019 en la zona de
Chiloé Sur y Norte de Aysén.

Andlisis descriptivo de la Abundancia relativa de las especies Dinophysis acuminata,
Dinophysis acuta y Protoceratium reticulatum para el periodo comprendido entre marzo del
2018 a febrero del 2019 en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

- Las tres especies de dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas, D. acuminata, D.
acuta y P. reticulatum, presentaron patrones de distribucion latitudinal fuertemente marcados.

- Dinophysis acuminata se detectd casi exclusivamente en la Region de Los Lagos, mientras
que D. acuta yP. reticulatum tienden a florecer principalmente en la Region de Aysén. La
Region de Magallanes se presenta como un area de baja recurrencia de estos tres taxones.
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- El patron de distribucién espacio-temporal analizado para el afio 2018, sigue la tendencia
observada para estas especies en la ultima década de muestreo.

Analisis descriptivo de la Abundancia relativa de las especies Pseudo-nitzschia cf. australis,
Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima para el periodo comprendido entre marzo del 2018 a
febrero del 2019 en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

- Tanto Pseudo-nitzschia australis como P. cf. pseudodelicatissima presentaron una amplia
cobertura espacial y temporal. En la regién de Aysén se presentaron las AR mas altas de
ambas especies durante todo el afio, no asi en la region de Los Lagos y Magallanes, donde
las AR estuvieron sujetas a cambios temporales, disminuyendo en época otofio-invierno.

Configuraciones espacio-temporales del fitoplancton total durante el periodo marzo de 2018 a
febrero de 2019.

- Los resultados  obtenidos durante  esta etapa, comparados con  los analisis de
etapas anteriores del proyecto, mostraron una consistencia tanto espacial como en la
estructura fitoplancténica en los diferentes ensambles formados a partir del analisis de
conglomerados.

- Elfitoplancton cuantitativo del area de estudio, desde la regién de Los Lagos hasta la regién
de Magallanes, presenta una clara ordenacion espacial, con configuraciones propias para
cada regién de estudio, lo que podria explicarse por la variabilidad ambiental que se registra
en cada una de las regiones y de forma mas especifica a la variabilidad aportada por canales
y fiordos, asi como por zonas mas oceanicas del area de estudio.

Primer analisis general de la base datos de nutrientes entre el 2017 y 2018.

La distribucion vertical de los nutrientes (fosfato y nitrato) presenté una estructura estratificada,
con menores concentraciones en el estrato 0-10 m que para el estrato 10-20m. Para silicatos
fueron mayores para el estrato 0-10m.

La distribucion horizontal en las concentraciones de nitrato, fosfato y Silicatos en el estrato 0-
10m, presentaron un patrén latitudinal con un marcado gradientes de la region de Los Lagos
a la region de Magallanes.

La distribucién espacial de nutrientes para el afio 2018, son un 10% mas altas que para el afio
anterior, en las tres regiones.

Las mayores concentraciones de nitrato se presentaron en los meses de invierno, al igual que
las concentraciones de fosfato. Sin embargo, para silicatos las concentraciones fueron mas
altas en los meses de primavera verano

90

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT - CONVENIO DESEMPENO 2018
INFORME FINAL PROGRAMA MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS ROJAS EN LAS REGIONES DE LOS LAGOS, AYSEN Y MAGALLANES, ETAPA XII 2018-19.



7—\/

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION DE INVESTIGACION EN ACUICULTURA

Modelacion numérica.

La evaluacion del modelo para la distribucion y abundancia de Alexandrium catenella, durante
una etapa de transicién invierno — primavera, fue bueno en aquellas estaciones que
presentaron niveles de altos de concentracion de esta microalga, reproduciendo la tendencia
en términos de densidad. En el resto de las estaciones evaluadas, donde la densidad de esta
microalga es baja, el ajuste entre los datos observados y los modelados es baja.

La evaluacion cualitativa del modelo biogeoquimico mostr6 una buena representacion de las
tendencias de distribucion tanto del oxigeno disuelto como de los nutrientes reproduciendo
los valores asociados a las distintas masas de aguas presentes en la zona de estudio.

Anadlisis de patrones climaticos de gran escala y su relacion con FANs en fiordos y canales del

sur de Chile de las regiones de Los Lagos y Aysén.

Este es el primer estudio que se realiza para observar el efecto de patrones climéticos de gran
escala en el sistema completo de canales y fiordos del sur de Chile. Sin embargo, y a pesar
que nuestras series de tiempo aun siguen siendo muy cortas para establecer relaciones
directas, si podemos observar ciertos patrones que emergen de este estudio.

Nuestros resultados indican que las respuestas a estos patrones a gran escala no siempre
son consistentes y estan sujetas a diferentes factores dependiendo de la latitud y el area
donde se ubican las estaciones de muestreo, sin embargo, en ciertos sectores (con influencia
oceanica directa) se puede apreciar una clara relacion entre las floraciones de A. catenella'y
estos eventos climaticos de gran escala.

La combinacion de los efectos de cada uno de estos eventos climaticos de gran escala
pueden explicar de mejor forma las respuestas que tienen las comunidades fitoplancténicas
en altas latitudes que si estudiaramos y estableciéramos relaciones de cada uno de los
eventos climaticos por separado.

Abundancia del micro-fitoplancton y Alexandrium catenella, en relacion con los indices

climatico-oceanograficos en la region de Magallanes, Chile: periodo 1997-2017.

Los resultados estan confirmando un factor desencadenante a gran escala que regula las
distribuciones de A. catenella y su abundancia, pero los factores temporales locales y a corto
plazo parecen influir fuertemente en esta distribucion.

Como ejemplo dentro de este contexto, las anomalias estandarizadas anuales de la presion
atmosférica, estuvieron significativamente correlacionadas con las respectivas anomalias de
AR de A. catenella de las diferentes areas geograficas, asi como con las de los sitios
representativos de éstas. En tanto las anomalias anuales estandarizadas del indice AAO
estuvieron significativamente correlacionadas con las anomalias estandarizadas trimestrales
de AR de A. catenella de sélo algunos de sitios representativos de cada area.
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Los resultados estan de acuerdo con la escala de los tipos de clima sindpticos y los patrones
climaticos en la Patagonia austral como los descritos por Weidemann et al. (2018), hipdtesis
que requiere ser abordada con mayor analisis.

También, otros analisis requieren ser realizados en el futuro préximo, como es considerar los
trimestres desde diciembre del afio anterior (no desde enero como se realiz6 en este estudio)
y promedios mensuales por area y sitio de muestreo en las estimaciones de las respectivas
anomalias de indices globales climéaticos y las variables aqui consideradas.

Finalmente, es destacable mencionar que las diferentes areas geograficas consideradas (N,
C, y S) parecen comportarse diferente de acuerdo a la intensidad de los eventos de floraciones
y toxicidad en los moluscos y escala espacial que cubren dichos eventos. No obstante, los
resultados también reflejan el efecto de procesos de menor escala espacial como grado de
exposicion oceanica de los sitios de muestreo, influencia de masas de agua que incursionan
al interior de canales y fiordos e influencia de deshielos y escorrentia fluvial en los fiordos,
resultados que coinciden con lo reportado por Paredes et al., (2014).

Cobertura geografica de dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas y paralizante durante

los ultimos 20 ainos en el ecosistema de fiordos y canales sub-antarticos.

Los resultados sugieren una dispersion hacia el sur, de las tres especies de microalgas
productoras de toxinas lipofilicas, un aumento de la intensidad (>AR) y un aumento de la
cobertura geogréfica dentro de los limites de la region de Magallanes.

Contrario a la fase vegetativa de A. catenella, no existe certeza que las microalgas productoras
de toxinas se hayan expandido desde latitudes mas bajas, i.e. regiones de Aysén o Los Lagos.
Estas especies ya se encontraban presentes en la region de Magallanes, cuando inici6 el
monitoreo (1994-1997).

Los resultados sugieren la hipotesis que la actual distribucion e intensidad de las floraciones
de D. acuminata, D. acuta y P. reticulatum, parecen responder eficientemente a cambios
naturales del ambiente que les son favorables para su crecimiento y permanencia espacio-
temporal, especialmente en el caso de D. acuminata, cuyo porcentaje de presencia entre 2012
y 2017 alcanzé en promedio un 83+£5% y un porcentaje de cobertura geografica del 100%
desde 2013.

Contenido vy perfil de toxinas en poblaciones naturales de Alexandrium catenella en canales del

sur de Chile.

El perfil de toxinas presentada en poblaciones naturales de A. catenella mostraron una
composicion dominante en toxinas carbamoil (GTX1, 2, 3 y 4) y sulfocarbamoil (C2), pero no
en analogos con mayor toxicidad, como Saxitoxina (SXT) o decarbamoil saxitoxinas (dcSXT).
Condiciones oceanograficas (temperatura y salinidad), pueden incidir sobre el contenido de
toxinas (fmol cel') en poblaciones naturales de este dinoflagelado.
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Registro de dinoflagelados de los géneros Karenias, Azadinium y Amphidoma en la region de

Magallanes.

Se identifica en el sur de Chile mediante microscopia y técnicas moleculares (PCR) la
presencia de los dinoflagelados Karenia cf. mikimotoi, K. selliformis, K. bicuneiformis, K. cf.
papilionacea, K. cf. brevis, K. cf. brevisulcata y Karenia sp.

El grupo Karenias se encuentra distribuido en las areas norte, centro y sur de la region de
Magallanes, siendo en el rea norte donde se registran las maximas abundancias en el estrato
superficial (0-10 m) durante primavera.

Dentro de la familia Amphidomataceae (géneros Azadinium y Amphidoma) se confirma
mediante PCR la presencia de los productores de toxinas azaspiracidos Az. spinosumy Az.
poporum.

El grupo Azadinium se encuentra con mayor abundancia en Magallanes centro en el estrato
superficial (0-10 m) durante la época de primavera.

Respuesta a variaciones en salinidad y potencia citotoxica de Pseudochatonella verruculosa

aislada desde el seno de Reloncavi.

En conclusion, el presente trabajo ha confirmado formalmente la presencia de P. verruculosa
en aguas chilenas, asi como también mostré el efecto de la salinidad sobre el crecimiento
celular y la potencia ictiotoxica de la especie. En general, las altas tasas de crecimiento celular
salinidad moderada-alta podrian explicar la masiva floracién registrada en 2016. EI aumento
de la citotoxicidad en P. verruculosa en condiciones de baja salinidad puede ser importante
para comprender las propiedades ictiotoxicas de las cepas chilenas en condiciones
oceanograficas altamente variables, como las que ocurren en la costa sur de Chile. Aun
permanece pendiente la comprension del rol de los mucocistos, asi como también, la
produccion de PUFA, ROS y/u otros metabolitos secundarios que pudieran explicar la
ictiototoxicidad de las cepas chilenas de P. verruculosa.

Identificacion molecular de los dinoflagelados Alexandrium catenella y Alexandrium

ostenfeldii.

Se desarrollaron marcadores moleculares para los genes ribosomales 18S y 28S en las
especies A. catenella y A. ostenfeldii, los cuales amplifican regiones especificas en las
especies objetivos.

La validacién mediante qPCR de los partidores disefiados permite la deteccidn de células en
concentraciones entre 20 y 2500 células por ml en muestras provenientes de cultivo
monoclonal en ambas especies.

Hasta el presente la deteccion de células en muestras provenientes de terreno no es cien por
ciento eficiente debido principalmente a la deteccion de falsos positivos, por lo que se estan
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disefiando sondas Tagman para incrementar ain mas la especificidad de los marcadores
disefiados anteriormente.

Quistes de resistencia de dinoflagelados en sedimentos de Los Lagos, Aysén y Magallanes

Mediante el estudio de quistes de dinoflagelados en sedimentos, un total de 63 morfotipos de
quistes distintos fueron registrados entre las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

Se identifica por primera vez en el sur de Chile los quistes de las especies Pentapharsodinium
tyrrhenicum, Disodinium pseudolunula, Echinidinium aculeatum, Protoperidinium nudum,
Protoperidinium tricingulatum, dos tipos de Polykrikos, Diplopsalopsis ovata, cf. Ensiculifera
carinata y Niea acanthocysta.

Se identifica en el area de estudio la presencia de quistes de resistencia de los dinoflagelados
productores de toxinas Alexandrium catenella (Los Lagos, Aysén y Magallanes), Alexandrium
ostenfeldii (Aysén y Magallanes), y Protoceratium reticulatum (Los Lagos, Aysén vy
Magallanes).

La presencia de quistes en sedimentos indicaria que la especie productora de toxinas con
mayor cobertura geografica en el area de estudio es P. reticulatum, luego A. catenella y en
ultimo A. ostenfeldii.
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