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RESUMEN EJECUTIVO

El presente informe final forma parte de los compromisos del estudio “Programa de manejo y monitoreo
de las floraciones de algas nocivas y toxinas marinas en el océano Pacifico del centro sur de Chile (36°
- 44°S), Etapa Ill, 2020 - 2021", que comenzd en enero de 2020 y se extendid por un periodo de 12
meses. El estudio esta inserto en el Convenio de Desempefio 2020: Asesoria Integral para la Pesca y
Acuicultura 2020-2021, que desarrolla el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP) en convenio con la
Subsecretaria de Economia y Empresas de Menor Tamafio.

El objetivo general del estudio es “Contar con un sistema de informacion, periodica y oportuna, sobre
microalgas nocivas, biotoxinas marinas, fitoplancton, variables oceanograficas y meteoroldgicas,
basado en un muestreo estandarizado, de amplia cobertura espacial y adecuado a la realidad
geografica de la costa expuesta al océano Pacifico del centro sur de Chile”. El estudio comprende un
total de cuatro objetivos especificos, los cuales estan orientados al monitoreo de las variables objetivo
de este estudio, las cuales incluyen la identificacion y cuantificacion del fitoplancton cualitativo y
cuantitativo con énfasis en microalgas nocivas, toxinas marinas, ademas de identificacion y
cuantificacion de quistes de resistencia de dinoflagelados, nutrientes en la columna de agua (nitrato,
nitrito, fosfato y amonio) e informacién oceanografica y meteorologica

Para efectos del monitoreo, el area de estudio comprendié6 cinco regiones, con un total de 21 transectos
y 67 estaciones de muestreo (Figura A a G). Los transectos estuvieron distribuidos en estaciones a 2,
5y 10 millas de la costa. Con 4 transectos en la region del Biobio, 3 transectos en la region de la
Araucania, 4 transectos en la region de los Rios, 9 transectos en la region de los Lagos y 1 transecto
en la region de Aysén (Tabla A). La frecuencia de muestreo es mensual con un total de 12 cruceros a
realizar entre los meses de enero y diciembre de 2020. Para efectos de este informe final se informarén
los cruceros 1 a 12, correspondientes a los meses entre enero y diciembre 2020. Debido a la
contingencia asociada al COVID-19, algunos de estos cruceros sufrieron un retraso en su ejecucion
finalizando durante el mes de enero de 2021, lo que es explicado en detalle en la seccién de gestidn
del proyecto.

En este informe final se entregan los resultados ordenados para cada objetivo del proyecto, el objetivo
3.2.1 incluye los resultados asociados al analisis del fitoplancton cualitativo, la abundancia relativa de
especies nocivas, analisis de biotoxinas marinas, nutrientes y datos oceanograficos, resultados del
andlisis interpretativo de los datos histéricos del proyecto asociados a los objetivos 3.2.2 , los resultados
del objetivo 3.2.3 asociado nuevas técnicas de deteccion de microalgas y los resltados del objetivo
3.2.4 de difusién del proyecto.

El muestreo de mariscos para la deteccion de toxinas, se orientd hacia especies centinelas en cada
bahia, sin perjuicio de la recoleccion de otros mariscos segun las necesidades, desde el punto de vista
de la salud publica, u otras particularidades de cada region de estudio. Los mariscos muestreados en
cada sector corresponden a cholga en el caso de Coliumo, Colcura y Tubul y navajuela en el caso de
la bahia de Llico, choro zapato en los sectores de Nehuentué, Puerto Saavedra, Quele y Mehuin, Colun,
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almejas en Niebla, Playa Brava, Carelmapu, machas en Mar Brava y Cucao y piures en Bahia Mansa.

Las muestras de mariscos para determinar las toxinas paralizantes de los mariscos (TPM), toxina
diarreica de los mariscos (TDM) y toxina amnésica de los mariscos (TAM) son entregadas al laboratorio
de la Secretaria Regional Ministerial de Salud de la regiéon de Los Lagos. Los resultados que se
entregan en este informe final corresponden a los obtenidos durante los 12 cruceros mencionados
anteriormente, los cuéles son presentados en microgramos equivalentes de saxitoxina por 100 gramos
de carne de molusco (ug eq. STX 100 g-') en el caso del TPM, en términos cualitativos segun los
tiempos de muerte de los ratones en un lapso de 24 horas en el caso del TDM y en microgramos de
acido domoico por gramo de carne de marisco (ug g') en el caso del TAM.

El muestreo de fitoplancton se realiz6 en todas las estaciones de cada region de estudio. En lo que
respecta a este informe final, se presentan los resultados de los anélisis de fitoplancton cualitativo y
abundancias relativas de los cruceros 1, a 12 de 2020. Para el anélisis cualitativo del fitoplancton las
muestras fueron recolectadas mediante arrastres verticales desde 20 m de profundidad hasta la
superficie o segun la profundidad del lugar, usando una red de trama de malla de 23 pm, ademas se
estimo la abundancia relativa de Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuminata, D. acuta,
Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima, utilizando las
escalas de abundancia relativa que se entregan en la Tabla B. Ademas, se identificaron a nivel
especifico todas las microalgas presentes, consignando hasta el nivel taxondmico mas alto posible en
los casos en que no son identificadas a nivel de especie. Mientras que, los muestreos cuantitativos se
realizaron muestreando la columna de agua entre los 20 m de profundidad y superficie, utilizando una
manguera de 2,5 cm de diametro. La columna es fraccionada en dos estratos; un primer estrato de
superficie a 10 m y el segundo de 10 a 20 m de profundidad (en las estaciones donde la profundidad
permita el muestreo en estos dos estratos). El fitoplancton cualitativo se entrega como
presencia/ausencia y en el caso de la abundancia relativa, los datos son presentados segun el nivel
alcanzado en las respectivas escalas definidas para cada taxén. Los resultados cuantitativos son
entregados en células por litro (cél L-).

En cada sitio de muestreo, se tomaron muestras para el anélisis de nutrientes (nitrato, nitrito, fosfato y
silicato) ademas, de perfiles de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, clorofila (fluorescencia) y
densidad de la columna de agua mediante sensores electronicos (CTD-OF) hasta la profundidad que
permita la topografia del lugar. También se registr6 la transparencia de agua mediante disco Secchi.
En cada una de las estaciones se registro la temperatura, humedad relativa del aire, radiacion solar,
velocidad y direccion del viento y precipitacion.

Finalmente se incluyen aspectos relativos a la gestién del proyecto haciendo referencia a las
complejidades en el desarrollo de las actividades debido a la contingencia por COVID-19 'y su impacto
en las actividades de terreno y laboratorio que han derivado en retrasos con respecto a la carta Gantt
propuesta en los términos técnicos de referencia.
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Figura 1.1.5. Distribucion espacio — temporal de la abundancia relativa de A. ostenfeldii durante los Cruceros 1
al2.
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Figura 1.1.6. Distribucion espacio — temporal de la abundancia relativa de D. acuminata durante los Cruceros 1
a2

Figura 1.1.7. Distribucion espacio — temporal de la abundancia relativa de D. acuta durante los Cruceros 1 a
12.

Figura 1.1.8. Distribucion espacio — temporal de la abundancia relativa de P. reticulatum durante los Cruceros
1a12.

Figura 1.1.9. Distribucion espacio — temporal de la abundancia relativa de P. cf. australis durante los Cruceros
1a12.

Figura 1.1.10. Distribucion espacio — temporal de la abundancia relativa de P. cf. pseudodelicatissima durante
los Cruceros 1a 12

Figura 1.3.1. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante el crucero 1.

Figura 1.3.2. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante el crucero 2.

Figura 1.3.3. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante el crucero 3.

Figura 1.3.3. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante el crucero 3.

Figura 1.3.4. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante el crucero 5.

Figura 1.3.6. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante el crucero 6.

Figura 1.3.7. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante el crucero 7.

Figura 1.3.8. Seccion latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante el crucero 8.

Figura 1.3.9. Seccion latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante el crucero 9.

Figura 1.3.10. Seccion latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/md) registrados durante el crucero 10.
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Figura 1.3.11. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (mi/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante el crucero 11.

Figura 1.3.12. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante el crucero 12.

Figura 1.3.13. Concentraciones de nitrito para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 1,2y 3

Figura 1.3.14. Concentraciones de nitrito para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 4,5y 6.

Figura 1.3.15. Concentraciones de nitrito para las regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 7, 8 y 9 del presente estudio.

Figura 1.3.16. Concentraciones de nitrito para las regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 10, 11y 12 del presente estudio.

Figura 1.3.17. Concentraciones de nitrato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 1,2y 3.

Figura 1.3.18. Concentraciones de nitrato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 4,5y 6.

Figura 1.3.19. Concentraciones de nitrato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 7, 8 y 9 del presente estudio.

Figura 1.3.20. Concentraciones de nitrato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 10, 11y 12 del presente estudio.

Figura 1.3.21. Concentraciones de fosfato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 1,2y 3.

Figura 1.3.22. Concentraciones de fosfato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los los
cruceros 4,5y 6.

Figura 1.3.23. Concentraciones de fosfato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 7,8y 9.

Figura 1.3.24. Concentraciones de fosfato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 10, 11y 12.

Figura 1.3.25. Concentraciones de silicato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 1,2y 3.
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Figura 1.3.26. Concentraciones de silicato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 4,5y 6.

Figura 1.3.27. Concentraciones de silicato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 7,8y 9.

Figura 1.3.28. Concentraciones de silicato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
Cruceros 10, 11y 12

Figura 1.4.1. Quistes de dinoflagelados en sedimento superficial de las regiones del Biobio, La Araucania, Los
Rios, y Los Lagos registrados en agosto, septiembre, y diciembre 2020 y enero 2021. (A) Alexandrium catenella,
(B) Alexandrium catenella vacio, (C) Alexandrium ostenfeldii, (D) Protoceratium reticulatum, (E) Lingulodinium
polyedrum, (F) Nematosphaeropsis labyrinthus, (G) Spiniferites mirabilis, (H) Spiniferites cf. pachydermus, (1)
Spiniferites cf. hyperacanthus, (J) Spiniferites cf. ramosus, (K) Prorocentrum cf. tsawwassenense, (L)
Pentapharsodinium dalei, (M) Scrippsiella lachrymosa, (N) Scrippsiella trochoidea, (N) Scrippsiella precaria, (O)
Scrippsiella patagonica, (P) Gymnodinium aureolum, (Q) Gyrodinium undulans, (R) Trinovantedinium variabile,

(S) Echinidinium aculeatum. Escala de barras: 10 um.

Figura 1.4.2. Quistes de dinoflagelados en sedimento superficial de las regiones del Biobio, La Araucania, Los
Rios, y Los Lagos registrados en agosto, septiembre, y diciembre 2020 y enero 2021. (A) Selenopemphix tholus,
(B) Selenopemphix cf. undulata, (C) Archaeperidinium minutum, (D) Archaeperidinium constrictum, (E)
Protoperidinium americanum, (F) Protoperidinium avellana, (G) Protoperidinium claudicans, (H) Protoperidinium
conicoides, (I) Protoperidinium conicum, (J) Protoperidinium nudum, (K) Protoperidinium denticulatum, (L)
Protoperidinium excentricum, (M) Protoperidinium leonis, (N) Protoperidinium oblongum, (N) Protoperidinium
pentagonum, (O) Protoperidinium sinuosum, (P) Protoperidinium sibinerme, (Q) Protoperidinium thorianum, (R)

Protoperidinium spp., (S) Protoperidinium sp.3. Escala de barras: 10 um.

Figura 1.4.3. Quistes de dinoflagelados en sedimento superficial de las regiones del Biobio, La Araucania, Los
Rios, y Los Lagos registrados en agosto, septiembre, y diciembre 2020 y enero 2021. (A) Protoperidinium sp. 4,
(B) Protoperidinium sp. 5, (C) Polykrikos schwartzii, (D) Polykrikos kofoidii, (E) Polykrikos sp.1, (F) Preperidinium
meunieri, (G) Dubridinium ulsterum, (H) Diplopsalopsis ovata, (1) cf. Ensiculifera carinata, (J) Niea acanthocysta,
(K) No identificado 1, (L) No identificado 2, (M) No identificado 4, (N) No identificado 9, (N) No identificado 10,
(O) No identificado 12, (P) No identificado 13, (Q) No identificado 14, (R) No identificado 27, (S) No identificado

34. Escala de barras: 10 ym.

Figura 1.4.4. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de las regiones del Biobio, La Araucania,
Los Rios, y Los Lagos obtenidos en los meses de agosto y septiembre 2020

Figura 1.4.5. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regidn del Biobio obtenidos en los
meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.6. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regién de la Araucania obtenidos en
los meses de agosto y septiembre 2020.
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Figura 1.4.7. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regién de Los Rios obtenidos en los
meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.8. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regidén de Los Lagos obtenidos en
los meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.9. Abundancia de quistes de A. catenella en sedimentos superficiales de las regiones de La
Araucania, Los Rios y Los Lagos obtenidos en los meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.10. Abundancia de quistes de A. ostenfeldii en sedimentos superficiales de la regién del Biobio,
obtenidos en los meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.11. Abundancia de quistes de A. ostenfeldii en sedimentos superficiales de la region de Los Rios,
obtenidos en los meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.12. Abundancia de quistes de P. reticulatum en sedimentos superficiales de la region de Los Lagos,
obtenidos en los meses de agosto y septiembre 2020.

Figura 1.4.13. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de las regiones del Biobio, La Araucania,
Los Rios, y Los Lagos obtenidos en los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.14. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regidn del Biobio, obtenidos en los
meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.15. Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regién de La Araucania, obtenidos
en los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.16 Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la regién de Los Rios, obtenidos en
los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.17 Abundancia total de quistes en sedimentos superficiales de la region de Los Lagos, obtenidos en
los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.18. Abundancia de quistes de A. catenella en sedimentos superficiales de la regién de Los Lagos,
obtenidos en los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.19. Abundancia de quistes de A. ostenfeldii en sedimentos superficiales de la region de Los Lagos,
obtenidos en los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 1.4.20. Abundancia de quistes de P. reticulatum en sedimentos superficiales de la region de Los Lagos,
obtenidos en los meses de diciembre 2020 y enero 2021.

Figura 2.1.1 Distribucion temporal de las abundancias celulares (células/Litro) de las especies que contribuyen

en >90% de la abundancia total del fitoplancton (barras), ademés de la contribucidén en densidad (célulasiLitro)
de los grupos de diatomeas, dinoflagelados, silicoflagelados y otros (lineas) para la region del Biobio.
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Figura 2.1.2 Distribucion temporal de las abundancias celulares (células/Litro) de las especies que contribuyen
en >90% de la abundancia total del fitoplancton (barras), ademés de la contribucién en densidad (células/Litro)
de los grupos de diatomeas, dinoflagelados, silicoflagelados y otros (lineas) para la region de la Araucania.

Figura 2.1.3 Distribucion temporal de las abundancias celulares (células/Litro) de las especies que contribuyen
en >90% de la abundancia total del fitoplancton (barras), ademés de la contribucion en densidad (células/Litro)
de los grupos de diatomeas, dinoflagelados, silicoflagelados y otros (lineas) para la region de los Rios.

Figura 2.1.4 Distribucion temporal de las abundancias celulares (células/Litro) de las especies que contribuyen
en >90% de la abundancia total del fitoplancton (barras), ademas de la contribucion en densidad (células/Litro)
de los grupos de diatomeas, dinoflagelados, silicoflagelados y otros (lineas) para la region de los Lagos.

Figura 2.1.5 Distribucion temporal de las abundancias celulares (células/Litro) de las especies que contribuyen
en >90% de la abundancia total del fitoplancton (barras), ademés de la contribucion en densidad (células/Litro)
de los grupos de diatomeas, dinoflagelados, silicoflagelados y otros (lineas) para la region de Aysén.

Figura 2.1.6 Promedio anual de clorofila-a [mg m-] para cada estacion del afio.

Figura 2.1.7 Serie de tiempo (2018 a 2020) de las variables indice de Afloramiento (m- s1), Temperatura (°C),
Salinidad (PSU) y Fluorescencia (mg/m?3), para las tres estaciones de Coliumo (4, 5 y 10 millas nauticas de la
costa)

Figura 2.1.8 Serie de tiempo (2018 a 2020) de las variables indice de Afloramiento (m- s1), Temperatura (°C),
Salinidad (PSU) y Fluorescencia (mg/m3), para las tres estaciones de Nehuentué (4, 5y 10 millas nauticas de la
costa)

Figura 2.1.9 Serie de tiempo (2018 a 2020) de las variables indice de Afloramiento (m- s1), Temperatura (°C),
Salinidad (PSU) y Fluorescencia (mg/m3), para las tres estaciones de Estaquilla (4, 5 y 10 millas nauticas de la
costa)

Figura 2.1.10. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante febrero de 2018

Figura 2.1.11. Seccién latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m?) registrados durante febrero de 2019.

Figura 2.1.12. Seccion latitudinal que muestra los valores de Temperatura (°C), Salinidad (PSU), Oxigeno (ml/L)
y Fluorescencia (mg/m3) registrados durante febrero de 2020

Figura 2.1.13. Composicion fitoplanctonica de las 20 especies que mas contribuyen a la abundancia del
fitoplancton, para cada una de las estaciones de muestreo durante febrero de 2018.

Figura 2.1.14. Ordenamiento multidimensional no dimensional (NMDS) de los grupos resultante del analisis de
conglomerados aplicado a la composicion fitoplancténica total, para cada uno de los cruceros y estaciones de
monitoreo durante febrero de 2018.
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Figura 2.1.15. Composicion fitoplanctonica de las 20 especies que mas contribuyen a la abundancia del
fitoplancton, para cada una de las estaciones de muestreo durante febrero de 2019.

Figura 2.1.16. Ordenamiento multidimensional no dimensional (nMDS) de los grupos resultante del analisis de
conglomerados aplicado a la composicion fitoplancténica total, para cada uno de los cruceros y estaciones de
monitoreo durante febrero de 2019.

Figura 2.1.17. Composicion fitoplanctonica de las 20 especies que mas contribuyen a la abundancia del
fitoplancton, para cada una de las estaciones de muestreo durante febrero de 2020.

Figura 2.1.18. Ordenamiento multidimensional no dimensional (nMDS) de los grupos resultante del analisis de
conglomerados aplicado a la composicion fitoplancténica total, para cada uno de los cruceros y estaciones de
monitoreo durante febrero de 2020.

Figura 2.1.19. Analisis candnico de componentes principales aplicado a las variables ambientales en cada
estacion de monitoreo.

Figura 2.1.21. Andlisis canonico de componentes principales aplicado a la composicion fitoplanctonica en cada
estacion de monitoreo

Figura 2.2.1. Batimetria [m] del area de estudio.

Figura 2.2.2. Campo promedio de clorofila-a [mg m-] entre enero 2017 hasta junio 2019 (2.5 afios = 910
imégenes)

Figura 2.2.3 Promedio anual de clorofila-a [mg m3].

Figura 2.2.4. Promedio estacional de clorofila-a [mg m-3], para el afio 2017
Figura 2.2.5. Promedio estacional de clorofila-a [mg m-3], para el afio 2018
Figura 2.2.6. Promedio estacional de clorofila-a [mg m-], para el afio 2019.

Figura 2.2.7. Climatologia de los campos de clorofila-a. La linea negra representa la isolinea de 1
mg m-3,

Figura 2.2.7 (continuacion) Climatologia de los campos de clorofila-a. La linea negra representa la isolinea de 1
mg m?3,

Figura 2.3.1. Perfiles de abundancia de quistes totales, A. catenella y P. reticulatum en testigo de sedimento de
la estacion Caleta Zorra 5 millas en la regién de Los Lagos.

Figura 2.3.2. Perfil de abundancia de quistes llenos y vacios de A. catenella en testigo de sedimento de la
estacion Caleta Zorra 5 millas en la regién de Los Lagos.
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Figura 2.3.3. Abundancia relativa acumulada (%) de quistes de dinoflagelados mas abundantes y abundancia
total de quistes (linea blanca) en testigo de sedimento de Caleta Zorra 5 millas en la region de Los Lagos.

Figura 3.1.1 Deteccion de A. catenella mediante PCR tiempo real (QPCR) para las estaciones ubicadas en las 5
millas para cada uno de los cruceros de la Etapa lll. Barras de color azul representan las abundancias relativas
obtenidas mediante microscopia, mientras que las barras naranjas representan el nimero de copias del gene
ribosomal para cada estacion analizada.

Figura 3.1.2. Deteccion de A. ostenfeldii mediante PCR tiempo real (qQPCR) para las estaciones ubicadas en las
5 millas para cada uno de los cruceros de la Etapa Ill. Barras de color azul representan las abundancias relativas
obtenidas mediante microscopia, mientras que las barras naranjas representan el nimero de copias del gene
ribosomal para cada estacion analizada.

Figura 3.1.3. Deteccién de P. reticulatum mediante PCR tiempo real (QPCR) para las estaciones ubicadas en
las 5 millas para cada uno de los cruceros de la Etapa Ill. Barras de color azul representan las abundancias
relativas obtenidas mediante microscopia, mientras que las barras naranjas representan el nimero de copias del
gene ribosomal para cada estacién analizada.

Figura 3.1.4. Deteccion de Dinophysis sp. mediante PCR tiempo real (QPCR) para las estaciones ubicadas en
las 5 millas para cada uno de los cruceros de la Etapa Ill. Barras de color azul representan las abundancias
relativas obtenidas mediante microscopia, mientras que las barras naranjas representan el nimero de copias del
gene ribosomal para cada estacién analizada.

Figura 3.1.5. Abundancia relativa (N° de lecturas) a nivel taxondmico de division por regién geogréfica y por
estacion de muestreo.

Figura 3.1.6. Numero de especies detectadas para las clases Dinophyceae y Bacillariophyta.

Figura 3.1.7. Abundancia relativa (N° de lecturas) a nivel taxonémico de familia para la clase Dinophyceae.
Figura 3.1.8. Abundancia relativa (N° de lecturas) a nivel taxonémico de genero para la clase Dinophyceae.
Figura 3.1.9. Abundancia relativa (N° de lecturas) a nivel taxonémico de familia para la clase Bacillariophyta.
Figura 3.1.10. Abundancia relativa (N° de lecturas) a nivel taxonémico de genero para la clase Bacillariophyta.
Figura 3.4.1. Mapa muestra el rango de distribucion geografica de A. catenella entre 1972 y 2015 en el sur de
Chile (area roja). La deteccion mas reciente entre el 2016 and 2019 (&rea verde). Coliumo (*), origen de las
células aisladas. BB=Bio-Bio, LA=La Araucania, LR= Los Rios, LL=Los Lagos, AY=Aysén, MG=Magallanes.
Figura 3.4.2. Arbol que muestra las relaciones filogenéticas entre las especies del complejo “tamarense”. Cepas
aisladas desde la costa del Biobio identificadas como CREAN_ACO1 hasta CREAN_ACO08. Todas las cepas del

Biobio se agregan en el “Grupo 1”, correspondiente a la especie A. catenella.

Figura 3.4.3. Composicion relativa de toxinas paralizantes en 5 cepas de A. catenella aisladas desde la region
de Bio-Bio.
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Figura 4.1.1.- Vista principal del WebMap “03.-Situacion Marea Roja Costa-Pacifico 2020”.

Figura 4.1.2.- Ejemplo de consulta directa a reportes por el Area de Muestreo en el link que aparece al dar
click sobre la entidad.

Figura 4.1.4.- Ejemplo de consulta directa a Estaciones de Monitoreo e informacion que contiene la entidad.

Figura 4.1.4.- Ejemplo de consulta dindmica en el panel del WebMap y grafico asociado a esta. En el ejemplo
se aprecia situacion de Abundancia Relativa para Dinophysis acuminata, crucero 3 en la regién de Los Lagos.
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1. INTRODUCCION

Durante las ultimas cinco décadas se ha apreciado, a escala mundial, un aparente incremento en la
frecuencia, duracion, intensidad y distribuciéon geografica de los eventos que técnicamente han sido
denominados Floraciones de Algas Nocivas (FAN). En general, las microalgas nocivas son catalogadas
como productoras de altas biomasas y toxinas. Las primeras, provocan dafio principalmente al agotar el
oxigeno y los nutrientes del agua (Smayda, 1997; Reguera, 2012), y las segundas, al contaminar los
mariscos filtradores con toxinas al incorporarlos mediante la ingesta de dinoflagelados toxicos (Bricel] &
Shumway, 1998). Dentro de los dinoflagelados toxicos, el género Alexandrium es su principal agente al
presentar el mayor numero de especies toxicas (Figueroa et al., 2005) y al ser considerado como el mayor
productor de saxitoxinas (STX) asociado a zonas subantarticas, templadas, y tropicales. Este género
presenta aproximadamente 31 especies, 11 de las cuales son productoras de STX 'y sus derivados, que
son toxinas hidrosolubles y termoestables que conforman las toxinas paralizantes de los mariscos (TPM).
En dosis elevadas, el TPM puede llevar a producir debilidad muscular, parélisis respiratoria, coma, y
eventualmente la muerte en humanos. También pueden causar mortandad en mamiferos acuaticos, aves
y peces, y afectar directamente la produccion de cultivos marinos.

Otro complejo téxico que también ha generado innumerables problemas en distintas regiones costeras
del mundo son las toxinas diarreicas de los mariscos (TDM), producido principalmente por dinoflagelados
del género Dinophysis Ehrenberg y Prorocentrum Ehrenberg. Las que se caracterizan por provocar
severos trastornos gastrointestinales en consumidores de mariscos contaminados y por amenazar
fuertemente la actividad econdémica de recursos marinos de importancia comercial dado que estan
asociadas a la produccion de toxinas como el &cido okadaico (AO), pero existen otras toxinas lipofilicas
que pueden estar asociadas a falsos positivos cuando se evallan mediante el bioensayo raton, es el caso
de pectenotoxinas (PTXs), yesotoxinas (YTXs), espirdlidos (SPXs), azaspiracidos (AZPs) y gimnodiminas
Las toxinas diarreicas corresponden solo a OA y derivados, puesto que las PTXs y las YTXs actualmente
son excluidas del complejo TDM, pues estas dos Ultimas no producen efectos diarreogénicos, por lo que,
requieren métodos analiticos especificos para su determinacion.

Un tercer complejo ampliamente reconocido por alterar la salud publica y la industria acuicultora en
diversos sectores costeros del planeta son las toxinas amnésicas de mariscos (TAM), y aunque no es
producido por dinoflagelados sino por algunas diatomeas del género Pseudo-nitzschia Peragallo &
Peragallo, igualmente conlleva a la prohibicién de cosechas de mariscos bivalvos y genera problemas
neurotoxicos en humanos consumidores de moluscos. El gran problema de este género de diatomeas es
su dificil identificacion mediante microscopia fotonica (Quijano-Scheggia et al., 2008), la cual requiere el
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uso de microscopia electronica para separarlas a nivel de especie (Quijano-Scheggia et al., 2008) o
métodos moleculares. Ademas, se dificulta su identificacidn debido a que generalmente coexisten varias
especies en una misma proliferacion (Cho et al., 2002), requiriéndose demostrar la presencia de toxinas
en ciertas especies mediante cultivos o el aislamiento de células (Alvarez et al., 2009).

En Chile, gran parte de las toxinas mencionadas anteriormente y las especies de fitoplancton productoras
de ellas, han sido identificadas preferentemente en las regiones sur - australes, desde la region del Biobio
hasta la region de Magallanes (Guzman et al., 2010; Espinoza-Gonzalez et al., 2017). En estas regiones
Alexandrium catenella, Whedon & Kofoid, ha sido identificada como la fuente primaria de la TPM, sin
embargo, también se ha registrado mediante analisis de fitoplancton la especie A. ostenfeldii (Paulsen)
Balech et Tangen, 1985, reconocido productor de toxinas paralizantes en cepas de Nueva Zelanda,
Escocia y Finlandia (Kremp et al., 2009), y de espirdlidos en cepas de Estados Unidos, Canada,
Dinamarca y Noruega (Cembella et al., 2002). En la etapa Il de este proyecto se avanzo en el
conocimiento del perfil toxicoldgico de esta especie, confirmando que A. ostenfeldii produce TPM
(Espinoza-Gonzalez et al., 2020), lo que implica que durante las etapas siguientes de este estudio, se
debe reforzar el monitoreo y continuar con la investigacion en torno al pérfil de toxinas y distribucion
geografica de esta especie. En cuanto a la TDM, se ha asociado principalmente a las especies Dinophysis
acuta, Ehrenberg, y en menor parte a D. acuminata, Claparéde et Lachmann. Para la TAM, la produccién
cd acido domoico ha sido vinculada a nivel local a los complejos toxicos de diatomeas del género Pseudo-
nitzschia (P. australis y P. pseudodelicatissima). Lo mismo ocurre para los potenciales productores de
YTXs, los dinoflagelados P. reticulatum y G. spinifera, que han sido identificados mediante células
vegetativas, y para L. polyedrum que ha sido identificado recientemente mediante quistes de resistencia
en muestras de sedimento de la Region de Los Lagos (Salgado et al., 2011).

Los ultimos eventos de floracién de Alexandrium catenella, durante el afio 2016 y febrero de 2018,
asociada a TPM, han provocado un impacto cosiderable a la economia y entorno social de la region de
Los Lagos, manifestandose en la costa expuesta al océano Pacifico, lo cual constituye un cambio radical
al paradigma sobre la distribucion de esta microalga en el litoral nacional. Las evidencias recogidas
durante las etapas previas de este estudio, muestran que la presencia de la microalga, durante el evento
de febrero de 2018, se extendié desde Nehuentué en la region de La Araucania hasta el Canal Tuamapu
en el extremo noroccidental de la region de Aysén, ademas, durante la segunda etapa de este proyecto,
se ha confirmado la presencia, en condicion de rara, de la microalga en bahia Colcura en la region del
Biobio. En cuanto a las TPM, evaluadas a partir de bioensayo de ratdn, estas fueron detectadas desde
playa Brava hasta Cucao en la isla de Chiloé, sin embargo, durante el evento del 2016 la toxina paralizante
fue detectada hasta caleta Los Molinos en la region de Los Rios, mientras que, en la region de Biobio no
se han registrado TPM en mariscos por medio de bioensayos de ratdn.
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Estas evidencias han determinado que se deba orientar una mayor preocupacion a las microalgas
nocivas y toxinas marinas y hace necesario que se deba contar con un sistema de deteccidn oportuno y
confiable con la finalidad de disponer de una alerta temprana, debido fundamentalmente al impacto de
los eventos FAN y toxinas marinas, sus implicancias ambientales y el impacto sobre la salud publica y el
entorno social y actividades productivas como la pesca, la acuicultura y el turismo

Este programa de manejo y monitoreo se realiza anualmente desde enero de 2018, como una actividad
de caracter permanente. A partir de enero de 2020 se ejecuté la tercera Etapa de este programa, la cual
se desarrollo que de manera independiente pero sincronizada con el estudio “Programa Manejo y
Monitoreo de las Mareas Rojas en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes”, que durante los afios
2020-21 se encontré en su etapa XIV. El programa incluy6 en su disefio a localidades selectas en el
litoral de las regiones del Biobio, La Araucania, Los Rios, Los Lagos y en el extremo norte de la regién
de Ayseén. En esta tercera Etapa el estudio se estructurd sobre la base de un muestreo mensual, con un
total de 12 cruceros (enero a diciembre de 2020) en un lapso anual.

En lo fundamental este programa permitié disponer de la composicion cualitativa del fitoplancton y
estimadores de abundancia relativa de siete taxones nocivos en una red fija de sitios de muestreo, la
composicion total y abundancia cuantitativa del ensamble de fitoplancton, determinacion de nutrientes en
la columna de agua, ademas del registro de variables oceanograficas y meteorolégicas en cada uno de
los puntos de muestreo que considera este estudio. También se recolectaron muestras de sedimentos
finos para la identificacion de quistes de resistencia de dinoflagelados y muestras de mariscos en cada
una de las regiones administrativas involucradas, a fin de detectar la presencia de las toxinas paralizante,
diarreica y amnésica, cuyos analisis seran efectuados en el laboratorio de la Secretaria Regional
Ministerial de Salud de la region de Los Lagos. El detalle y caracteristicas de la metodologia se entregan
mas adelante por objetivo especifico.

Ademas, al finalizar cada etapa, se efectud un analisis comprensivo de la informacién recolectada, asi
como los datos de la etapa previa, de manera de apreciar particularidades en la distribucion y abundancia
espacio — temporal de los taxones nocivos y su relacidn con las variables ambientales. Ademas, se
continud con el formato para difundir la informacion derivada del estudio, de tal forma que esté disponible
para todo publico, usando distintos formatos de las redes sociales.
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2.

ANTECEDENTES

Las Floraciones Algales Nocivas (FAN) o Mareas Rojas corresponden a una proliferacion en ambientes
acuaticos de microalgas que pueden causar la muerte masiva de peces y 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 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 economico.

En Chile se han detectado distintas toxinas asociadas a Toxina Paralizante (TPM), Toxina diarreica
(TDM), y Toxina Amnésica de Moluscos (TAM), las cuales afectan directamente a seres humanos ademas
de una serie de otras toxinas lipofilicas. Bajo este escenario, y considerando la inexistencia de antidotos
para estas toxinas, la falta de tecnologias para controlar las floraciones en el ambiente o su eliminacion
de los mariscos, las perturbaciones que provocan en los sistemas social y econdmico, y la carencia de
modelos que permitan predecir la aparicidn, duracion y lugar de ocurrencia de estas floraciones, obligan
a fortalecer la prevencion una de cuyas fuentes de informacién son los programas de monitoreo.

La entrada en vigencia del reglamento sobre Plagas Hidrobioldgicas, D. S. (MINECON) N°345/2005 y sus
modificaciones, entrega a la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura 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, la cual fue renovada por la R. Ex. N° 1128 de 2018, ambas de la Subsecretaria de Pesca y
Acuicultura, es que desde el 2006 se mantiene un programa de Monitoreo de las Mareas Rojas en las
regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes. Ademas, desde el afio 2018 se esta desarrollando el
programa de Manejo y Monitoreo de las Floraciones de Algas Nocivas y Toxinas Marinas en el océano
Pacifico desde Biobio a Aysén, siendo ambos programas ejecutados por el Instituto de Fomento Pesquero
(IFOP). Estos monitoreos proveen la informacién necesaria para la toma de decisiones por parte de la
autoridad usando antecedentes confiables y oportunos que permitan proteger la salud publica y reducir
los trastornos sobre las actividades productivas (i.e. pesca, acuicultura, turismo). Ademas, permiten
generar un sistema de informacidn sobre la dindmica de la distribucion y abundancia de las especies de
microalgas nocivas que se encuentran en las citadas regiones. Por este motivo es relevante contar con
un registro continuo de las variables citadas a fin de analizar no sélo espacialmente los antecedentes sino
también desde una perspectiva temporal.
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3. OBJETIVOS

3.1

3.1.1.

3.2

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.24.

Objetivo general

Contar con un sistema de informacion, periddica y oportuna, sobre microalgas nocivas, biotoxinas
marinas, fitoplancton, variables oceanograficas y meteorolégicas, basado en un muestreo
estandarizado, de amplia cobertura espacial y adecuado a la realidad geogréfica de la costa expuesta
al océano Pacifico del centro sur de Chile

Objetivos especificos

Monitorear y analizar las variaciones espacio-temporales de microalgas nocivas, biotoxinas marinas,
fitoplancton, quistes de dinoflagelados y variables hidrograficas y meteorologicas en la zona de
estudio.

Continuar con el analisis interpretativo de los datos obtenidos disponibles desde el afio 2018, para
lograr una mejor comprension de la variabilidad espacio-temporal del fitoplancton y de los taxones
nocivos incluyendo niveles de toxicidad y su relacion con variables ambientales.

Incorporar el desarrollo, implementacién y utilizacidén de nuevas técnicas de deteccion de microalgas
y de biotoxinas, asi como mantener en cultivo especies nocivas chilenas que permitan avanzar el
conocimiento y comprension de los eventos nocivos.

Difundir los resultados del programa, realizar acciones de capacitacion y fortalecer la vinculacion con
el medio.
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4. METODOLOGIA DE TRABAJO

A continuacién se describe la metodologia del estudio y los conceptos e ideas que la fundamentan. La presentacion
esta organizada por objetivo especifico.

4.1 Metodologia Objetivo Especifico 1:
Monitorear y analizar las variaciones espacio-temporales de microalgas nocivas, biotoxinas marinas,
fitoplancton, quistes de dinoflagelados y variables hidrograficas y meteoroldgicas en la zona de estudio.

Estaciones y frecuencia de muestreo

El &rea de trabajo comprendio las regiones del Biobio, La Araucania, Los Rios, Los Lagos y el extremo norte
de la region de Aysén del General Carlos Ibafiez del Campo, abarcando desde Bahia Coliumo en la primera
de estas regiones, hasta Canal Tuamapu en la ultima de ellas. Las estaciones de muestreo se dispusieron
en transectos perpendiculares a la linea de costa y con una separacion entre ellas por una distancia de 2, 5
y 10 millas nauticas. Cada transecto pertenece a una red fija, dispuesto de manera representativa y
establecido segun las particularidades de cada sector geogréafico (Tabla A; FigurasA, C, D, E, Fy G).

En la region del Biobio se muestrearon 4 transectas de 4 estaciones cada una, ubicadas en las bahias de
Colcura, Tubul, Llico y Coliumo; en la region de La Araucania, 3 transectas de 3 estaciones cada una,
ubicadas en las localidades de NehuentUe, Puerto Saavedra y Queule; en la region de Los Rios, 4 transectas
de 3 estaciones cada una, ubicadas en las localidades de Mehuin, Niebla, Chaihuin y Rio Bueno; en la region
de Los Lagos, 9 transectas con 3 estaciones cada una, ubicadas en las localidades de bahia Mansa,
Estaquilla, Playa Brava, Carelmapu, Faro Corona, Mar Brava, Chepu, Cucao y Caleta Zorra; y en el extremo
norte de la region de Aysén, 1 transecto con tres estaciones, ubicadas en la localidad de Canal Tuamapu
(Tabla A).

El area de estudio fue dividida por regién administrativa, usando distintos puertos de zarpe en cada region.
En la region del Biobio, el zarpe se realiz6 desde el puerto de Talcahuano. Para las regiones de La Araucania
y de Los Rios, el zarpe se realizo desde el puerto de Corral. En la region de Los Lagos, el zarpe se realizd
desde el puerto de Dalcahue. Mientras que, para la region de Aysén, el muestreo se llevé a cabo utilizando
la misma embarcacion que realiza el monitoreo regular del Programa de marea roja en fiordos y canales del
sur de Chile, en el sector de Aysén norte. Se debe tener presente que el acceso a los lugares de muestreo,
estuvieron determinados por las condiciones oceanograficas y meteoroldgicas al momento de realizar el
trabajo de terreno.
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El monitoreo regular abarco el muestreo de 21 transectas perpendiculares a la linea de costa, con un total
de 67 estaciones, ubicadas desde Coliumo en la region del Biobio hasta canal Tuamapu en el extremo
noroccidental de la regién de Aysén. Las estaciones costeras de cada transecta de monitoreo estuvieron
localizadas en sectores de extraccion de recursos hidrobioldgicos. La frecuencia de muestreo fue mensual y
se realizaron 12 cruceros durante el periodo de estudio, comenzando el primer muestreo en el mes de enero
de 2020 y finalizando el ultimo de ellos en enero de 2021.

El muestreo de mariscos por su parte fue realizado en 16 de las 21 localidades consideradas en el estudio,
pues solo en ellas se desarrolla la actividad de extraccion de recurso y ademas poseen la cantidad suficiente
de estos para asegurar la recoleccion durante todo el proyecto. La extraccion de mariscos se hizo en solo
una estacion por localidad, en puntos cercanos a la costa y proximas a alguna de las estaciones de la
transecta del muestreo de agua correspondiente. La recoleccion de mariscos se llevo a cabo de manera
independiente a las actividades del muestreo de agua, sin embargo, siempre se mantuvo la coordinacion con
el propésito de hacer ambas labores lo mas simultdneamente posible en las respectivas localidades y
regiones, por lo que la frecuencia de muestreo también fue mensual y se desarrollé durante los mismos
rangos de fechas.

4.1.1 Actividad 1: Conocer la abundancia, composicion y distribucion espacio-temporal de las
especies nocivas: Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuta, D. acuminata,
Protoceratium reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima, ademas de las
especies que componen el fitoplancton total en la red de estaciones de estudio.

Muestreo de fitoplancton

El muestreo de fitoplancton se realiz6 en todas las transectas y estaciones de las cinco regiones donde se
ejecuta el estudio. Se hicieron analisis cualitativos y cuantitativos de fitoplancton segin la siguiente
metodologia:

Muestreo cualitativo: el fitoplancton fue recolectado en todas las estaciones mediante arrastres verticales
desde 20 m de profundidad como maximo 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 lugares en
cada punto de muestreo, separados entre si por aproximadamente 300 - 500 metros, conformado una sola
muestra (i.e. una muestra integrada de seis arrastres). Las muestras fueron fijadas con formalina neutralizada
al 2-3%.

Muestreo cuantitativo: la recoleccién del fitoplancton se realizd muestreando la columna de agua entre los
20 m de profundidad y superficie, utilizando una manguera de 2,5 cm de didametro. La columna de agua fue

fraccionada en dos estratos, el primer estrato de superficie a 10 m y el segundo estrato de 10 a 20 m de
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profundidad, esto gracias a que la manguera esté dividida en 2 partes, y conectadas entre si por una unién
americana, cada seccion posee una llave de paso, las cuales al cerrarlas impiden la caida del agua contenida
en su interior. El agua obtenida de la manguera fue traspasada a bidones limpios, uno para cada estrato,
donde se homogenizd el contenido para obtener muestras representativas que fueron guardadas en frascos
de 125 mL (una muestra por estrato), las cuales fueron fijadas con Lugol para su posterior analisis en
laboratorio.

Tanto la red de fitoplancton utilizada en el muestreo cualitativo, como la manguera del muestreo cuantitativo,
poseen un plomo o peso de 2 Kg en el extremo que se introduce primero al cuerpo agua, con eso ayuda a
que el ingreso sea los mas vertical posible.

Analisis de fitoplancton

Analisis cualitativo: se utilizaron microscopios 6pticos de campo luminoso, a 100x y 400x, dotados con
condensador de contraste de fase y equipo de epifluorescencia. Se estimo la abundancia relativa para las
siguientes especies: Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuta, D. acuminata, Protoceratium
reticulatum, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima, para lo cual se contabiliz6 el nimero
de células 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). La dilucién de las muestras de abundancia relativa se
determind de acuerdo a los siguientes criterios: 1) cuando la abundancia de especies nocivas es alta y hace
que su recuento sea mas lento (Ej. Especies del género Pseudo-nitzschia por sobre 500 células por campo
con un aumento de 100X) y 2) cuando la abundancia fitoplanctdnica total de la muestra es muy alta
resultando que las especies se superpongan dificultando la observacion. Sin perjuicio de lo anterior, se
identificaran todas las microalgas contenidas en la muestra al nivel de especie, y en los casos que no fue
posible hasta el menor nivel taxonémico.

Preparacion de la dilucion:

Para realizar la dilucién se tomé una alicuota de la muestra decantada y se deposité en un tubo eppendorf,
posteriormente se agregaron mas alicuotas del sobrenadante de la misma muestra. Si la dilucién fue a 1/2
se tomd 0,2mL de muestra decanta y 0,2mL de sobrenadante, si la dilucién fue a 1/4 se tom6 0,1mL de
muestra decantada y 0,3mL de sobrenadante. Una vez realizada la dilucion se homogeniz6 la muestra en el
tubo eppendorf y se depositd en el portaobjeto para su posterior recuento y clasificacion segun niveles
entregados en la Tabla B.

Analisis cuantitativo: las muestras fueron contabilizadas a nivel especifico en camaras de sedimentacion,
cuyo volumen fue seleccionado de acuerdo a la concentracidn de la muestra. La cdmara mas utilizada fue la
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de 10 ml. Para el recuento celular se aplicé la técnica de Utermohl (1958), en microscopios invertidos
complementados con equipo de contraste de fase y de epifluorescencia.

Anélisis en taxones emergentes: Tanto en las muestras cualitativas como en las cuantitativas se puso
especial atencion a taxones de los géneros Karenia, Pseudochattonella u otras especies nocivas, las
primeras solo pueden ser detectadas en sectores con mayor influencia del océano Pacifico, y las segundas,
con muchas limitaciones dado que la mayoria de las muestras que se observaron estaban preservadas con
formalina o lugol. No obstante, en muchas oportunidades se trabajé con muestras frescas, sin fijadores para
este objetivo, las que fueron revisadas con prontitud para evaluar los taxones presentes.

Los resultados cualitativos y cuantitativos, tanto de las especies nocivas como de las demas que componen
el fitoplancton, son entregados con las unidades de medicion correspondientes, indicando su presencia y/o
escalas de abundancia relativa para el primer andlisis, y en unidades de densidad (células/Litro) para
resultados del andlisis cuantitativo. Estos resultados son entregados por estacion, crucero y region de
muestreo.

4.1.2. Actividad 2: Muestreo transvectores y deteccion toxinas

El muestreo se orientd hacia especies centinelas en cada regién (e.g. cholga, choro maltén, navajuela,
almeja, macha y piure), 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 recoleccion de cada uno de estos recursos por cada region estuvo dada segun lo indicado en la Tabla C,
Figuras B a G, y se condicion6 a si la ubicacion de la estacion de monitoreo permite la extraccion de estos
recursos, ya sea por la profundidad donde se encuentra ubicada o por la disponibilidad de recursos en el
sector.

Se recolectaron especimenes de talla comercial mediante buceo semiautonomo (e.g. cholga, ameja,
navajuela, entre otros) o recoleccion de orilla (e.g. machas). Cada muestra fue de aproximadamente 5
kilogramos de marisco con concha, obteniendo una cantidad total de 20 kilogramos por estacion. Para las
muestras destinadas a la deteccidn de TPM, se recolectaron muestras con réplica, la cual se extrajo en un
mismo sector con 500 m de distancia.

Luego de recolectar las muestras de mariscos, estas se etiquetaron y almacenaron en bolsas plasticas de
cierre hermético, las que fueron conservadas en coolers con hielo o refrigeradas hasta llegar al CREAN de
Puerto Montt, donde se congelaron a -20°C hasta el momento de enviarlas a analizar. Las muestras de
transvectores para determinar la toxicidad por TPM, TDM y TAM fueron entregadas para su anélisis al
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laboratorio de la Secretaria Regional Ministerial de Salud de la region de Los Lagos. Se mantuvo un registro
de las entregas y recepciones mediante un formulario establecido para el efecto.

La metodologia para la deteccion de TPM es el bioensayo raton segun norma A.O.A.C. 959.08 (1990) con
determinacion del Factor de Correccidn (FC) y uso de saxitoxina estandar. Se estimé periodicamente el FC
para el periodo de estudio y para ratones CF-1 (Instituto de Salud Publica) entre 18-21 g. Los resultados se
entregaron en microgramos equivalentes de saxitoxina por 100 gramos de carne de molusco (ug eq. STX
100 g-1).

Para la toxina diarreica, se aplicd 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 & Wright (1995). Los resultados se presentan en microgramos de acido domoico por
gramos de carne de marisco (ug g-1).

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). Se
entregan los resultados por estacion y crucero, distribuidos por cada region administrativa.

41.3 Actividad 3: Recolectar informacion hidrografica (temperatura, salinidad, fluorescencia,
oxigeno, nutrientes) y meteorolégica (temperatura, presion atmosférica, nubosidad, viento) en cada
una de las estaciones de monitoreo de las 5 regiones.

Recoleccion de datos oceanograficos

En la gran mayoria (90%) de los sitios de muestreo, se realizaron mediciones a través de sensores
electrénicos (CTD-OF) de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, fluorescencia (como proxy de clorofila-a)
y densidad de la columna de agua hasta la maxima profundidad que permitié la batimetria de cada estacion,
tomando como resguardo lanzar los equipos a un maximo de 10 6 5 metros antes de llegar al fondo oceanico,
a fin de evitar o reducir el riesgo de dafiarlos. En las regiones de La Araucania, Los Rios, Los Lagos y Aysén,
se realizaron mediciones con CTD-OF en todas sus estaciones, la Unica excepcion sucede en la region del
Biobio, donde solamente se hicieron lances de CTD-OF en 9 de sus 16 puntos de muestreo, debido a la baja
profundidad (somero) en siete de ellos. Cada equipo cuenta con un certificado de calibracién que resguarda

la calidad de la informacion recopilada.
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Ademas se registré la transparencia del agua mediante disco Secchi, en las 67 estaciones de este programa
de monitoreo.

Recoleccion de muestras y analisis para nutrientes

Las muestras para estimar la concentracion de nitrito (NO2), nitrato (NO3), fosfato (PO4*") y silicato (Si(OH)a)
en la columna de agua fueron recolectadas en las estaciones de muestreo de cada una de las transectas de
las regiones consideradas en este estudio (Tabla A). En cada sitio de muestreo, se recolectaron 10
muestras, 5 correspondientes al estrato superficial 0— 10 m de profundidad y otras 5, referidas 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 filtradas (0,45um) y conservadas en 5 viales de 2ml de polipropileno de alta densidad y congeladas
(-20°C) hasta su posterior analisis en el laboratorio. Una vez en el laboratorio, fueron insertadas en el
autoanalizador de nutrientes discretos AQ-400 (Seal Analytical, Mequon, WI, EE. UU.) utilizando métodos
estandar. (USEPA 600/R 93/100, August 1993: Method 353.2, Revision 2.0, method 4500 NOs--F, 2000,
USEPA 600/R 93/100, August 1993: Method 365.1, Rev. 2.0.method 4500-P-F (1999 forward). USEPA
600/4-79-020, 1983: Method 370.1. Method 4500 SiO2- D (2000 forward))

Determinacion analitica de nutrientes

Nitrito (NO2’) se determina mediante la formacidn de un colorante azo rojo purpura producido a un pH de 2.0
a 2.5 mediante el acoplamiento de sulfanilamida diazotada con diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina
(NEDD). La absorbancia de este complejo se mide espectrofotométricamente a 520 nm.

Para la determinacion de nitrato+nitrito (NO3-N+NO2-N), la muestra de agua se mezclé con tampon de pH
y luego fue transferido a una bobina de cobre y cadmio, donde el nitrato se encuentra quimicamente reducido
a nitrito. La muestra quimicamente reducida se mezclé con reactivo de color, preparado en acido fosférico
diluido. EI nitrito original mas nitrito de la reduccién quimica reacciona con sulfanilamida para formar un
compuesto de diazonio, esta especie se combina con diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina para formar
un colorante azo rojo purpura que es medido espectrofotométricamente a 520 nm.

La determinacién de fosfato (PO,*7) se llevd a cabo a través de la reaccion con molibdato acido en presencia
de antimonio, forma un complejo de fosfo-molibdato de antimonio. Este complejo se reduce quimicamente
por el &cido ascdrbico a un complejo intensamente azul: azul de fosfomolibdeno. La absorbancia de este
complejo se mide espectrofotométricamente a 880 nm.

La determinacién de silicato (Si(OH)s) se basa en condiciones &cidas, la silice reactiva al molibdato se
combina con el molibdato de amonio para formar un complejo amarillo de molibdo-acido silicico. Este
complejo se reduce quimicamente mediante la adicion de &cido 4-amino-3-hidroxi-1 naftalenosulfonico
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tamponado a un complejo de azul de molibdeno silico. La absorbancia del producto final se mide
espectrofotométricamente a 660 nm.

Estandares y curva de calibrado

Para los analisis de nitrito (NO2'), se prepar6 una solucion estandar de nitrito de sodio (secada a 105°C), de
500 mg N/L-NO2-, y el autoanalizador de nutrientes discretos AQ-400 realiza una autocalibracion estandar
de 7 puntos (0.001 mg N/L-NO2 a 0.2 mg N/L-NO>’), para una cuantificacion de regresion lineal, r> 0.9985,
rango aplicado entre 0.0009-0.2 mg N/L, estimacion del limite de reporte 0.002 mg N/L, limite del método de
deteccion por procedimiento EPA MDL = 0.0001 mg N/L.

Para los analisis de nitrato-nitrito (NO3-N+NO2-N) se prepard una solucion estandar de nitrito de sodio
(secada a 105°C) hasta 7 ml de acido sulfurico, 5 normal, se agrega para su conservacion, 500 mg de N/L-
NO3 y AQ-400 Autoanalizador de nutrientes discretos realiza una autocalibracién estandar de 8 puntos (0.01
mg N/L-NO3-a 2.0 mg N/L-NOgz"), para una cuantificacion de regresién lineal, r> 0.9985, rango aplicado entre
0.012-2.0 mg N/L, deteccion Limite del método por el procedimiento USEPA MDL = 0.003 mg N/L.

Para los analisis de fosfato (PO4-*"), se prepard una solucion estandar de ortofosfato de dihidrogeno de
potasio, anhidro (secado a 105°C), de 1000 mg P/L-PO,*y AQ-400. El autoanalizador de nutrientes
discretos realiza una autocalibracion estandar de 7 puntos, (0.003 mg P/ L-PO,*" a 0.3 mg P L-PO,*", para
una cuantificacion de regresion lineal, r> 0.9985, rango aplicado entre 0.003-0.3 mg P/L, estimacidn del limite
de informe 0.003 mg P/L, limite del método de deteccion por USEPA procedimiento MDL = 0.0006 mg PI/L.
Para los analisis de silicato (Si(OH)4) se prepard una solucion estandar de metasilicato de sodio
monoahidratado de 1000 mg de silice/L, y el autoanalizador de nutrientes discretos AQ-400 realiza una
autocalibracion estandar de 8 puntos (0,10 mg de silice/L a 10 mg de silice/L), para una cuantificacion de
regresion lineal, r> 0.9985, rango aplicado entre 0.1-10.0 mg de silice/L, limite del método de deteccion por
el procedimiento USEPA MDL = 0.018 mg de silice/L.

Recoleccion de informacion meteorolégica

El registro de variables climaticas se realizO mediante cinco estaciones meteorologicas de registro
automatico: region del Biobio: Carriel sur a 12 m.s.n.m. en 36°46'45,12"S; 73°03'43,92"W; regién de La
Araucania: Maquehue a 92 m.s.n.m. en 38°46'12’S; 72°38'12,84"W; region de Los Rios: Pichoy a 18
m.s.n.m. en 39°39'3,96”S; 73°04'54,12"W; en la regidn de Los Lagos: provincia de Osorno, Cafial Bajo a 61
m.s.n.m. en 40°36'18”S; 73°03'38,88"W; y en la region de Aysén: Aerddromo de Melinka a 11 m.s.n.m en
43°53'43.67"S y 73°44'20.59"0. Las estaciones se componen de un registrador de datos electrénico
("datalogger") y sus respectivos sensores de temperatura y humedad relativa del aire, radiacién solar,
velocidad y direccion del viento y precipitacion. La energia para su funcionamiento es provista por una bateria
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de 12 V, que es recargada en forma automatica con un panel solar. Las estaciones antes nombradas
pertenecen a la Direccion General de Aeronautica Civil y para efecto de este proyecto se descargd cada mes
la informacion desde la pagina web (www.meteochile.cl).

En todos los puntos de la red de estaciones de este estudio, se registraron ademas las condiciones
meteoroldgicas al momento de efectuar el muestreo. Esto contempld la medicion de la temperatura del aire
y la rapidez del viento mediante termo-anemometro digital, a resguardo de lluvia y radiacién solar para
efectuar la toma de temperatura, y registrando 5 valores minuto a minuto para calcular un promedio de la
rapidez del viento y el uso de un compas de navegacion para registrar su direccion; la presién atmosférica
se midi6 mediante un GPS; la nubosidad, mediante la division de la bdveda celeste en octavos. La posicion
de cada estacion fue referenciada geograficamente utilizando equipos GPS bajo el Datum WGS84.

4.1.4 Actividad 4: Realizar los muestreos y analisis necesarios para la deteccion, identificacion y
cuantificacion de quistes de dinoflagelados.

En la region del Biobio, el estudio de quistes se realizo en los mismos sectores muestreados con ocasion de
los proyectos desarrollados por IFOP durante los afios 2015 a 2017 y por las etapas | y Il de este estudio,
teniendo en consideracion tanto la cercania a areas de manejo de recursos benténicos, como el tipo de
sedimento existente en el lugar. Para las otras regiones, los sitios de muestreo fueron identificados a partir
de estudios de zonas donde se hayan registrado floraciones y que, por lo tanto, constituyen zonas potenciales
de sedimentacién de quistes. Para ello se utilizaron los analisis histéricos de la abundancia relativa de las
especies nocivas, con mayor énfasis en Alexandrium catenella, ademas de informacion acerca de la
batimetria y caracterizaciéon de los sedimentos para identificar los posibles puntos donde realizar la
prospeccidn de quistes.

Es importante mencionar que los sitios escogidos para la extraccion de sedimentos dentro de una misma
area geografica, no necesariamente pudo corresponder con los del muestreo de agua, pues dependié de la
profundidad y del tipo de sedimentos que presentd cada sector.

Frecuencia de muestreo

Se realizaron dos campafias para la obtencién de sedimento superficial para el estudio de quistes de
dinoflagelados. Dada la actual condicién de pandemia del pais que se ha extendido por méas de un afio, en
2020 ocurrieron algunos retrasos en el normal desarrollo del estudio. El muestreo de sedimento fijado
inicialmente para época de otofio fue realizado en invierno (entre agosto y septiembre), mientras que el fijado
para primavera fue ejecutado durante primavera (diciembre) y verano (enero). En invierno se obtuvo un total
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de 59 muestras y en primavera-verano 56 muestras, dando un total de 115 muestras que proporcionaran
una vision general del area de estudio comprendida entre las regiones del Biobio y Los Lagos (36-43 °S).

Muestreo de sedimentos

Los muestreos se llevaron a cabo buscando idealmente la presencia de sedimentos finos, es decir, desde
arenas medias hasta limos y arcillas, sin embargo, otros tipos de sedimento también fueron considerados
(i.e. arenas medias y gruesas) cuando no fue posible obtener los mas idoneos. En lugares poco profundos
(menores a 20 metros) los muestreos se realizaron mediante buceo auténomo, mientras que en lugares
donde la profundidad era mayor se utilizé una draga tipo Van Veen y/o un muestreador de fondo (KC Haps
Corer). La recoleccion de sedimento se realizé mediante un frasco cilindrico de 3 cm de boca, procurando
recoger cuidadosamente solo los primeros tres centimetros de sedimento de cada estacion. Para evitar la
germinacion de los quistes, los frascos fueron enrasados con agua de mar del lugar de muestreo evitando
dejar aire en su interior, se cerraron con tapa y contratapa, y posteriormente se cubrieron con papel de
aluminio para evitar la entrada de luz. Todas las muestras fueron conservadas en oscuridad y a baja
temperatura (~4° C). Ninguna muestra recolectada fue fijada.

Analisis de quistes

Para el tratamiento de las muestras se utilizd el método bioldgico de limpieza y concentracion de quistes
propuesto por Matsuoka & Fukuyo (2000) sin la utilizacién de compuestos quimicos. Este método consiste
basicamente en mezclar una cantidad conocida de sedimento con agua de mar filtrada, luego se limpia la
muestra mediante ultrasonido y posteriormente se tamiza por mallas de 250, 100 y 20 um. Los quistes de
resistencia retenidos en el tamiz de 20 um son identificados de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas
(forma, color, tipo de pared y procesos, y arqueopilo) referidas en publicaciones especializadas (e.g. Gu et
al. 2015, Liu et al., 2015, Mertens et al., 2019). Se usé ademas material de referencia recolectado en las
regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes. La identificacion de quistes se realizé a nivel de género y
cuando fue posible a nivel de especies, con particular atencion con quistes del género Alexandrium (e.g. A.
catenellay A. ostenfeldii). Para el anlisis se utilizd un microscopio con objetivos entre 10x y 40x de aumento
y camaras de conteo Sedgewick Rafter de 1 mL. Los resultados son entregados como abundancia de quistes
(quistes cm3 sedimento himedo (sh)) de dinoflagelados.

4.2 Metodologia Objetivo Especifico 2

Continuar con el analisis interpretativo de los datos obtenidos disponibles desde el afio 2018, para lograr
una mejor comprension de la variabilidad espacio-temporal del fitoplancton y de los taxones nocivos
incluyendo niveles de toxicidad y su relacion con variables ambientales.

En este objetivo se integrara la informacion obtenida desde los resultados de las estimaciones de abundancia

relativa, fitoplancton cualitativo y cuantitativo, quistes de dinoflagelados, biotoxinas marinas y los registros
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hidrogréaficos y meteoroldgicos (ver seccion 4.1), en busca de patrones de distribucidn espacio-temporal y su posible
relacion con variables ambientales. Se consideraran las diferencias entre las regiones originadas por latitud, rios y
aspectos ambientales propios de cada sector de estudio. Ademas, se realizara un andlisis de esta informacion
comparando los datos obtenidos durante las etapas previas de este proyecto, como una forma de evaluar la
variabilidad interanual de los datos registrados.

4.2.1 Actividad 1: Caracterizar a nivel espacial y temporal la distribucion y abundancia de las especies
nocivas, incluyendo la dinamica del fitoplancton total

Para el desarrollo de esta actividad, se realizaron analisis completos de los datos disponibles, tendiente a identificar
caracteristicas y patrones respecto a la distribucién espacial y temporal del fitoplancton considerando en forma
independiente, asi como también de las especies de microalgas nocivas monitoreadas. Tanto el fitoplancton total
como el correspondiente a las especies nocivas fue contrastado con las distintas variables ambientales
(meteoroldgicas e hidrograficas) registradas por el programa. Para ello, se realizaron analisis exploratorios de la
informacién disponible (analisis de conglomerados, analisis candnicos de componentes principales, entre otros),
como forma de evaluar las relaciones entre las variables medidas, considerando toda el area de estudio, las
regiones administrativas y sectores geograficos particulares dentro de cada region.

Para la validacion de la base de datos, la informacién fue organizada en archivos correspondiente a cada
una de las etapas del Programa (Etapa |, desde enero a octubre de 2018, Etapa Il, desde noviembre de 2018
a diciembre de 2019 y Etapa Ill desde enero a diciembre de 2020), ordenando de forma separada la
informacion de las cinco regiones administrativas y separando cada una de las variables consideradas en el
programa.

Para confeccionar la base de datos, se comenzd por ordenar las estaciones de muestreo para cada region
de modo de obtener una plantilla Unica de estaciones por region (Anexo 1, Base de Datos).

Con esta plantilla, comun para cada etapa de monitoreo por region y correccion de cddigos y topénimos de
los lugares de muestreo, se afiadié la informacidn en las columnas siguientes con respecto a: fitoplancton
(cualitativo y cuantitativo), variables oceanograficas y meteorologicas, nutrientes, toxicidad por toxina
paralizante, toxina amnésica y toxina diarreica (lipofilicas) con la finalidad de responder la pregunta asociada
a este objetivo.

Con el objetivo de continuar con el analisis de la base de datos y en base a los resultados obtenidos en las
Etapas | y Il de este programa de monitoreo, referente a la existencia de configuraciones espacio-temporales
del fitoplancton total (esto en términos de densidad: cél x L), el cual informé el periodo comprendido entre
enero 2018 hasta diciembre de 2019, se realizaron nuevos andlisis exploratorios multivariantes incluyendo

los datos generados durante la presente etapa de monitoreo, comprendida entre enero de 2020 y diciembre
31

CONVENIO DE DESEMPENO 2020 - IFOP / SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT — INFORME FINAL TOMO I:
PROGAMA DE MANEJO Y MONITOREO DE LAS FLORACIONES ALGALES NOCIVAS Y TOXINAS MARINAS EN EL OCEANO PACIFICO CENTRO SUR DE
CHILE (36° - 44°S), ETAPA I, 2020 - 2021.



7o\

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

de 2020. El objetivo de estos analisis exploratorios, en los que se considera la ordenacidn y clasificacion de
las distintas variables de estudio, fue visualizar los patrones de distribucion del conjunto de datos bioldgicos
y ambientales y las posibles relaciones entre estos conjuntos de datos.

Para ello, se realizo un analisis completo de los datos disponibles, tendiente a identificar caracteristicas y
patrones respecto a la distribucidn espacial y temporal de los ensambles fitoplanctonicos considerando en
forma independiente también a las especies de microalgas nocivas monitoreadas. Posteriormente, estos
patrones generales, fueron contrastados con las distintas variables ambientales (meteoroldgicas e
hidrograficas) y bioldgicas (abundancia relativa y fitoplancton total) registradas por el programa. Para ello, se
realizaron analisis exploratorios integrados de la informacion disponible (analisis de componentes
principales, andlisis de conglomerados, analisis de escalamiento multidimensional (MDS), relaciones entre
variables bioldgicas y ambientales, entre otros) tendientes a evaluar las relaciones entre las variables de la
base de datos, considerando toda el area de estudio, las regiones administrativas y sectores dentro de cada
region. Estos 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 anélisis SIMPROF (“SIMilarity PROFile” o perfiles de similaridad) (cf. Clarke y
Gorley 2006, Clarke et al., 2008), 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 5%.

Para evaluar la relacion entre las variables ambientales y el fitoplancton total y el fitoplancton nocivo, los
datos fueron analizados en cuatro fases sucesivas

Los datos oceanogréficos utilizados fueron la transparencia del agua (metros) y la temperatura (°C), salinidad
(psu), densidad (kg/m?), fluorescencia (ug/L) y oxigeno (mg/L) a la profundidad de 5 metros, coincidiendo
con el promedio del estrato superficial de muestreo de las variables biolégicas (0 — 10 metros),las variables
meteoroldgicas seleccionadas fueron temperatura del aire (°C), nubosidad (8vos), presion barométrica
(mba), direccién (grados), velocidad del viento (m/seg) y luz (lux), ademas de las concentraciones de
nutrientes, nitrato (uM), nitrito (uM), fosfato (um) y silicato (uM), obtenidos desde el estrato entre 0 y 10
metros. Estos datos ambientales fueron dispuestos en una matriz para cada una de las estaciones y fechas
de muestreo.

4.2.2 Actividad 2: Exploracion de imagenes satelitales

En esta etapa se inicid la exploracion de informacion disponible de clorofila_a satelital para complementar la

interpretacion de la informacion in situ obtenida por IFOP desde las etapas anteriores (Etapas | y l), identificando

patrones de distribucién espacio-temporal entre las regiones del Bio-Bio y Aysén (36° - 44°S). Se propone utilizar

3 afios (2017 - 2019) de datos diarios de concentracion superficial de clorofila-a con una resolucion espacial de 4
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km, los que fueron obtenidos desde el producto CMEMS (Copernicus Marine Environment Monitoring Service):
OCEANCOLOUR_GLO_CHL_L4_REP_OBSERVATIONS_009_082, distribuido por el Programa Europeo de
Observacion Terrestre: COPERNICUS (https://www.copernicus.eu/en). El producto combina las misiones
SeaWiFS, MODIS-Aqua, MERIS, VIIRSN y OLCI-S3A, y contiene un algoritmo de interpolacion objetiva otorgando
imagenes libres de cobertura nubosa (Saulquin et al., 2019). Como primera aproximacion, a través de analisis en
los dominios del tiempo, el espacio y la frecuencia, se identificaran y caracterizarén las principales escalas de
variabilidad (estacional, anual e interanual) a lo largo de la regién de estudio

4.2.3 Actividad 3: Estudio comparativo entre quistes de resistencia bentonicos y células planctonicas de
dinoflagelados

En esta etapa se realizé un estudio comparativo entre los distintos quistes de resistencia registrados en sedimentos
obtenidos en épocas de invierno y primavera-verano versus los distintos dinoflagelados identificados en la columna
de agua mediante analisis cualitativos durante los 12 cruceros de estudio. Esta comparacion tiene por objetivo
robustecer la base de datos de especies fitoplanctonicas debido a que, frecuentemente, es mas facil identificar una
especie de dinoflagelado en su fase benténica (quiste) que en su fase planctdnica (célula mévil).

Adicionalmente, se realizé un estudio de quistes de resistencia en un testigo de sedimento obtenido durante la
campafia de inviemo en Caleta Zorra (estacion a 10 millas nauticas), localidad que ha mostrado en etapas
anteriores la presencia de quistes de A. catenella en sus sedimentos. Para la obtencion del testigo se utilizo el
muestreador de fondos Haps Corer, el cual tiene por caracteristica principal la obtencion de columnas sedimentarias
imperturbadas en toda su longitud. El testigo fue seccionado cada 1 ¢cm en toda su longitud, guardando las muestras
en bolsas herméticas sin aire en su interior, en oscuridad y a baja temperatura (~4° C) para evitar la germinacion
de los quistes. El tratamiento de las muestras y la identificacion de los quistes se llevé a cabo de acuerdo a las
metodologias mencionadas en la actividad 4 del objetivo especifico 1. Adicionalmente, debido a la pandemia, el
testigo no pudo ser datado con la técnica de Plomo 210 en el laboratorio de Oceanografia Quimica de la Universidad
de Concepcion.

4.2.4 Actividad 4: Distribucion y variabilidad de Nutrientes

Se integré la informacion obtenida desde los resultados de las especies quimicas inorganicas disueltas de nitrato
(NO3.), nitrito (NO>.), fosfato (POx.) y silicato (Si(OH)*) con los registros oceanograficos y meteoroldgicos. Esto se
llevo a cabo para buscar patrones de distribucion y su posible relacion con variables ambientales, considerando las
diferencias geograficas y temporales.

4.3 Metodologia Objetivo Especifico 3:
Incorporar el desarrollo, implementacion y utilizacion de nuevas técnicas de deteccion de microalgas y de
biotoxinas, asi como mantener en cultivo especies nocivas chilenas que permitan avanzar con el

conocimiento y comprension de los eventos nocivos.
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Este objetivo es compartido con el estudio PROGRAMA DE MANEJO Y MONITOREO DE LAS MAREAS
ROJAS EN EL SISTEMA DE FIORDOS Y CANALES DE CHILE (XIV ETAPA) 2020-2021, ya que ambos
proyectos pretenden alcanzar los mismos logros, aunque existen diferencias dadas por la geografia que
abarcan estos estudios, la historia de ambos y las estrategias usadas para recolectar la informacion y
muestras de terreno, y que finalmente determinan las diferencias, énfasis y los aspectos considerados en
cada proyecto.

4.3.1 Actividad 1: Identificacion molecular en especies de microalgas nocivas.

Existen numerosas formas para monitorear ecosistemas costeros con la finalidad de una deteccion oportuna
de la presencia de especies de microalgas nocivas (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 morfol6gicas entre especies, existencia de especies toxicas y
no tdxicas, ciclos de vida complejos, entre otros aspectos. En la actualidad la aplicacion de un marcador
genético como criterio para identificar y cuantificar especies nocivas ha sido descrita para varias especies,
incluyendo los géneros Alexandrium y Dinophysis, principales grupos responsables FAN en las costas
chilenas.

Entre estas metodologias se encuentran:

a) PCR cuantitativa (QPCR), que se caracteriza por su especificidad, la cual 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. Este método resulta atractivo desde el punto de vista de la especificidad y su rapidez
en el tiempo de analisis, lo cual permite detectar rapidamente un numero limitado de organismos eucariéticos
ylo procariotas especificos dentro de un escenario ecolégico mixto. Los riesgos ecoldgicos y econdémicos
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 dafinas y productoras de toxinas
en areas geograficas donde se produce la pesca y acuicultura, sin embargo, el disefio de marcadores para
la deteccion de especies pertenecientes al género Alexandrium no ha sido desarrollada para las costas
chilenas, lo que representa un desafio importante, ya que la informacién generada puede ser rapidamente
entregada a las autoridades correspondientes para la toma de decisiones, sin embargo, es necesaria una
correcta calibracion de la técnica, para asegurar que la abundancia de células/ml sea reflejada a nivel
molecular.

b) Metabarcoding, se caracteriza por la identificacion de multiples especies de manera simultanea mediante
secuenciacion masiva de genes ribosomales. Esta metodologia ha demostrado ser una herramienta Util en

términos de la cantidad de informacion generada y la utilizacién de estos datos para la descripcion de
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procesos en sistemas complejos. Particularmente en ecosistemas acuéticos, el metabarcoding ha sido Util
en la descripcion de los patrones de diversidad taxonomica y ecoldgica en diferentes escenarios y que podria
ser utilizada en el monitoreo de microalgas nocivas y que eventualmente podria complementar el monitoreo
realizado actualmente por CREAN-IFOP, sin embargo, el desarrollo de la técnica desde el punto de vista
molecular requiere una estandarizacion de acuerdo al tipo de muestra que se quiere analizar. Esta
estandarizacion requiere la validacion de etapas criticas como el disefio de partidores, especificidad de los
partidores por las especies objetivo, cobertura en términos de numero de especies por sitio, de tal forma que
se asegure que la informacion obtenida representa fielmente la identificacion de especies presentes en una
muestra de ambiente. Lo anterior hace necesario la realizacién de diferentes ensayos antes de llegar al
protocolo final el cual es una de las principales ventajas de esta técnica.

Sitios de muestreo

Para el caso de este proyecto las estaciones de muestreos contempladas para la identificacion molecular
basados en la metodologia de metabarcoding corresponderan a las estaciones: BCC5; BCL5; BLL5; MPAT1-
5; MPAT3-5; MPRT2-5; MPRT4-5; MPLT2-5; MPLT4-5; MPLT6-5; MPLT7-5; MPLT8-5; MPLT9-5; MPAYT1-
5.

Secuenciacion

Para caracterizar la diversidad de taxa fitoplanctonicos se usé un par de partidores que amplifican la region
V4 del gen ribosomal 18S (Forward: CCAGCASCYGCGGTAATTCC - Reverse: ACTTTCGTTCTTGATYRA).
Esta regidn entrega informacién taxondmica y filogenética del conjunto de taxa que estan presentes en una
determinada muestra. Para secuenciar esta region se realizaron bibliotecas que luego fueron secuenciadas
a través de un kit de 600 ciclos sobre un secuenciador MiSeq de la plataforma lllumina, siguiendo las
instrucciones del protocolo interno del laboratorio AUSTRALomics de la Universidad Austral de Chile.
Brevemente, este protocolo consiste en realizar dos pasos de PCR, el primer paso es una PCR de la regién
a amplificar (25 ciclos). Luego se realiza un pool de 36 muestras post PCR y se realiza segunda amplificacion
de 8 ciclos que agrega, por una parte, una nueva secuencia identificadora y por otra la secuencia que se une
a la placa de secuenciacion. De esta forma meta-pools pueden ser secuenciados en forma conjunta. En las
dos PCRs se usé una enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix para amplificar la region objetivo, AMPure XP
beads para eliminar de las reacciones los excesos de partidores y un perfil de ciclo de temperaturas con el
siguiente programa: 95°C por 3 min, 25 o 8 ciclos de: 95°C for 30 s, 55°C por 30's, 72°C por 30 sy 72°C
por 5 min.

Analisis bioinformaticos

La calidad de las librerias obtenidas fue evaluada a través del software FastQC v0.9.11, mientras que los

reads asociados a cada muestra fueron separados usando el script  Fqgrep
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(https://github.com/indraniel/fagrep). Los nucledtidos que represetaron primers, indexs y espaciadores de
cada read fueron eliminados usando Cutadapt. DADAZ2 fue utilizado para construir los ASVs (amplicon
sequence variant) con la modalidad denoise-paired y los siguientes parametros: --p-trunc-len-f 0; --p-trunc-
len-r 200; --p-max-ee-f 2; --p-max-ee-r 2; --p-n-reads-learn 1000000; --p-chimera-method pooled). La
asignacion taxonomica de las secuencias de nucledtidos representativas de cada ASV se realiz6 a través
del comando qiime feature-classifier classify-consensus-vsearch implementado en el Software QIIME2,
mientras que PR2 v4.13.0 fue usada como base de datos de referencia con un porcentaje de identidad de
90%. Una vez obtenida esta asignacion taxonomica, aquellos ASVs que fueron clasificados como Bacteria,
Unassigned, Rhodophyta y Opisthokonta fueron removidos. Para visualizar el nivel de cobertura de
diversidad en cada muestra se construyeron curvas de rarefaccion. Mientras que para estimar métricas de
alfa (numero de ASVs e indice de Shannon) y beta diversidad (Bray curtis y Jaccard) se utilizé el comando
qgiime diversity core-metrics implementado en el Software QIIME2. Previo a esto, las muestras fueron
homogenizadas en el nivel de profundidad de muestreo a 10.000 y 20.000 secuencias por muestra. Aquellas
muestras que no alcanzaron este nivel de profundidad de muestreo fueron descartadas de los analisis.
Finalmente, la composicion taxondémica y abundancia relativa de fitoplancton por muestra y factor de analisis
del estudio puede ser visualizada a través de la plataforma interactiva de QiimeView
(https://view.qiime2.org/).

Para la utilizacién de marcadores moleculares especie-especificos basados en PCR en tiempo real (QPCR)
las estaciones analizadas fueron todas las ubicadas en el transecta de 5 millas.

Diseio de marcadores moleculares

qPCR

Se descargaron secuencias correspondientes a los genes 28S (LSU) y 18S (SSU) de las especies A.
catenella, A. ostenfeldii, P. reticulatum, D. acuta. D. acuminata provenientes de la base de datos NCBl 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 seran enviados a sintetizar en la empresa
IDT (Integrated DNA Technologies, https://www.idtdna.com). Una vez recibidos los nuevos primers se
probaron en muestras de cultivos monoclonales de las especies objetivo antes sefialadas, en diferentes
concentraciones celulares para determinar los limites de deteccion y también en muestras de ambiente.

Extraccion de ADN

Para las muestras de cultivo la extraccion de ADN se realiz6 a partir de un volumen de 10ml, el cual se filtrd
usando papel de microfibra de 47mm de diametro (WhatmanTM) y apertura de poro de 1.2um. La extraccion
de ADN se llevé a cabo mediante el método de CTAB, el cual fue cuantificado usando el kit dSSDNA BR Assay
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(Invitrogen) y el equipo Qubit V4 (Invitrogen) mientras que la integridad se corroboré usando geles de
agarosa.

PCR con partidores especie-especificos.

La PCR usando los partidores disefiados anteriormente se hizo en un volumen de reaccion de 25ul. El
producto de PCR obtenido fue purificado 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.

PCR en tiempo real

Una vez determinada la especificidad de los partidores antes sefialados mediante PCR tradicional, se usaron
diluciones seriadas para determinar la eficiencia de estos, usando PCR tiempo real (qQPCR). Con la eficiencia
establecida anteriormente los primers fueron testeados en muestras de monocultivo en una bateria de
concentraciones desde 25 a 3000 células/ml con la finalidad de detectar los limites de deteccion. De forma
paralela los partidores se probaron en muestras de ambiente para determinar concentraciones de las
especies objetivos en este tipo de muestras usando el kit Master mix LightCycler 480 Il y a su vez se
disefiaron sondas Tagman para incrementar la especificidad de los marcadores disefiados anteriormente.

4.3.2 Actividad 2: Distribucion anual de toxinas mediante LC-Masas y su asociaciéon con microalgas
que las producen identificadas mediante microscopia electrénica.

Si bien se conocen las especies de microalgas que producen toxinas, los perfiles de éstas en la columna de
agua presentan aun escasa informacion y menos de las especies emergentes (e.g. Karenia spp, Azadinium
spp, Pseudonitzschia spp).

A partir de muestras de aproximadamente 4 L de agua obtenida con manguera del estrato superficial de 10
metros, se prepararon dos extractos de toxinas que fueron analizadas por espectrometria de masas
acoplados a un cromatégrafo liquido. Un extracto (100% metanol) fue utilizado para analizar la presencia de
okaadatos, pectenotoxinas, yesotoxinas, azaspiracidos, gimnodiminas, espirdlidos y é&cido domoico
utilizando cromatografia en fase reversa en condiciones acidas , basados en las siguientes metodologias:

“EU-Harmonised Standard Operating Procedure for determination of Lipophilic marine biotoxins in molluscs
by LC-MS/MS. Version 5. (EU-RL-MB January 2015).”

“Intralaboratory Validation of a Fast and Sensitive UHPLC/MS/MS Method with Fast Polarity Switching for the
Analysis of Lipophilic Shellfish Toxins. Journal of AOAC International Vol. 97, No. 2 (Brafia-Magdalena, et al.
2014).
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El otro extracto (acido acético 0.05M), se debe diluir 1:4 con acetonitrilo, para posteriormente analizar la
presencia de toxinas marinas paralizantes utilizando cromatografia HILIC, basados en la siguiente
metodologia:

“Ultrahigh-Performance Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry
Method for the Determination of Paralytic Shellfish Toxins and Tetrodotoxin in Mussels, Oysters, Clams,
Cockles, and Scallops: Collaborative Study. Journal of AOAC International.”

Asi mismo, a partir de las mismas muestras de agua, se realizaron preparaciones para identificar
morfolégicamente las microalgas asociadas a su produccidn, mediante microscopia electrénica.

4.3.3 Actividad 3: Estudio de biotoxinas en tejidos de mariscos

Las biotoxinas marinas son contaminantes naturales del medio ambiente marino producidas como
metabolitos secundarios de las microalgas y que afectan a la mayoria a los moluscos bivalvos. EI consumo
de alimentos contaminados con estas toxinas puede provocar distintos cuadros de intoxicacién, suponiendo
un riesgo para la salud publica. Ademas, la presencia de toxinas lipofilicas puede interferir en los analisis de
TDM realizadas por bioensayos de raton, ocasionando que las muestras analizadas por esta metodologia
arrojen falsos positivos. Debido a esto, se evaluaran situaciones puntuales en todo el espacio geografico que
cubre el estudio, tendiente a identificar y cuantificar las toxinas presentes. Como forma de conocer el perfil
de toxinas lipofilicas de las muestras obtenidas durante el proyecto, se realiz un procedimiento para la
deteccion y cuantificacion de las toxinas marinas lipofilicas por medio de analisis de HPLC MS/MS, segun la
siguiente metodologia:

Para cada uno de los puntos de extraccion de mariscos contemplados en la Tabla 3 de esta propuesta, se
recolectaron mensualmente muestras extras de mariscos, mediante buceo semiauténomo y recoleccion de
orilla. Cada muestra fue de aproximadamente 200 gramos de marisco sin concha. Luego de recolectadas,
las muestras fueron etiquetadas y almacenadas en bolsas plasticas para conservarlas en recipientes con
hielo o refrigeradas y transportadas a bordo de embarcaciones, las que, una vez llegadas a puerto, fueron
congeladas a -20° C hasta el momento del analisis, el cual fue realizado en el Laboratorio del Centro de
Estudios de Algas Nocivas (CREAN) de IFOP en Puerto Montt.

El objetivo de este procedimiento es determinar biotoxinas marinas lipofilicas de los grupos de acido okadaico
(AO), Pectenotoxina (PTX), Azaspiracido (AZA), Espirdlido (SPX1), Gymnodimina (GYM) y Yessotoxina
(YTX) utilizando metodologia basada en el uso de HPLC MS/MS. Ademaés, con este procedimiento se
determinara Acido Domoico (DA).
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Este método se aplica a la determinacion de biotoxinas marinas lipofilicas en diferentes matrices de mariscos.
La determinacion cuantitativa de AO, PTX2, AZA1, AZA2, AZA3, DTX1, DTX2, YTX, homoYTX, Gym, 12
metil Gym, SPX1 y DA es en forma directa, por medio de los estandares de referencia disponibles
comercialmente. Asumiendo un factor de respuesta equivalente, el procedimiento permite la cuantificacion
indirecta de PTX1 por medio del uso de PTX2, YTX es utilizada para la cuantificacion indirecta de 45-OH
YTX'y homoYTX es usada para la cuantificacién de 450H homoYTX.

El método se basa en la extraccion de las toxinas de los tejidos previamente homogeneizado con 100%
metanol (MeOH). Los extractos son analizados por HPLC-MS/MS para determinar AO libre, DTX1 libre,
DTX2 libre, PTX1, PTX2, AZA1, AZA2, AZA3, YTX, Homo YTX, 45 OH YTX, 45 OH Homo YTX, Gym, 12
metil Gym, SPX1 y DA. Para determinar el contenido total del grupo de las toxinas AO, se realiza una
hidrélisis alcalina del extracto para convertir todos los esteres acetilados de estas toxinas a sus formas libres,
para ser luego ser analizados en HPLC MS/MS.

Adicionalmente, con las mismas muestras se procedera a determinar biotoxinas marinas paralizantes
utilizando la metodologia descrita por Turner y colaboradores el afio 2019 (cita en punto 4.3.2).

Toda la informacion referente a resultados de toxicidad de TML y toxinas paralizantes en mariscos, se
entregan tabulados por estacion y crucero, distribuidos por cada region administrativa.

4.3.4 Actividad 4: Implementacion de nuevas herramientas analiticas in vitro con el fin de ampliar
conocimiento de la taxonomia, distribucion biogeografica, sus biotoxinas y su respuesta eco-
fisiolégica frente a variables ambientales, de las principales especies de microalgas toxicas.

El éxito de este objetivo depende completamente de la aislacion de microalgas nocivas desde muestras
frescas, lo cual permitira el subsecuente desarrollo de todos los otros compromisos que se describen a
continuacion.

Aislacion de microalgas toxicas desde muestras de terreno

Aislacion de microalgas

Las muestras de terreno fueron mantenidas en incubaciéon con medio de cultivo hasta que la aislacién fue
realizada. Esta se llevd a cabo mediante micro manipulacion desde la muestra de campo. Las células
aisladas fueron dispuestas en placas de cultivo de 96 pocillos. Estas placas se incubaron hasta que se
detectd division celular y el cultivo se establecié definitivamente con una biomasa celular a definida segun la
especie aislada.
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Mantencion de cultivos

Los cultivos monoclonales de las microalgas aisladas desde los fiordos del sur de Chile se mantendran en el
Centro de Estudios de Microalgas Nocivas (CREAN) del Instituto de Fomento Pesquero (IFOP). Las cepas
se cultivaran en condiciones controladas de luz, temperatura y salinidad.

Identificacion taxonémica mediante microscopia 6ptica (M.O)

Basado en literatura taxondmica nacional e internacional, las especies aisladas desde las campafas de
muestreo en terreno se analizaran en microscopios de luz dpticos convencionales con el fin de clasificar al
organismo aislado.

Identificacion genética

Se realizaran analisis moleculares de las especies de microalgas aisladas y mantenidas en cultivo con el fin
de confirmar los resultados de identificacion obtenidos previamente mediante microscopia dptica.
Exploracion de biotoxinas en microalgas de cultivo

Deteccidn de citotoxinas desconocidas mediante linea celular RTgill-W1

EI CREAN ha implementado una novedosa técnica para explorar sustancias citotéxicas que generan grandes
mortalidades masivas de organismos marinos, tanto de cultivados como silvestres. Esta técnica se basa en
la deteccion de citotoxinas mediante la linea celular RTgill-W1 (CRL-2523, ATCC). Esta linea celular permite
explorar la potencia citotdxica de especies que aparecen emergentes en los sistemas de fiordos del sur de
Chile. Esta capacidad analitica del CREAN se encuentra en pocos laboratorios en el mundo.

Ficotoxinas conocidas - lipofilicas e hidrofilicas mediante HPLC MS/MS
Para mayores detalles sobre las metodologias ligadas a la deteccion y cuantificacion de toxinas marinas ver
objetivo 3, actividad 3.

Toxinas Marinas Lipofilicas: El método se basa en la extraccién de las toxinas de las muestras con 100%
metanol (MeOH). Los extractos son analizados por HPLC-MS/MS para determinar AO, DTX, DTX2, PTX1
(PTX11), PTX2, AZA1, AZA2, AZA3, YTX, Homo YTX, Gym, 12-metil Gym, SPX1 y DA. La separacion
cromatografica se realiza utilizando una columna en fase reversa C-18 en condiciones acidas, basados en
las metodologias indicadas en el punto 4.3.2.

Toxinas Marinas Paralizantes: EI método se basa en la extraccion de las toxinas de las muestras con 0.05
M é&cido acético (HAc). Los extractos son analizados por HPLC-MS/MS para determinar STX, dcSTX,
NeoSTX, dcNeoSTX, GTX1, GTX2, GTX3, GTX4, GTX5, GTX6, C1, C2, dcGTX2 y dcGTX3. La separacion
cromatografica se realiza utilizando una columna Hilic amide, , basados en la metodologia indicada en el
punto 4.3.2.
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4.4 Metodologia Objetivo Especifico 4:
Difundir los resultados del programa, realizar acciones de capacitacion y fortalecer la vinculacion con el
medio.

4.4.1 Actividad 1: Difusion de los estimadores de abundancia relativa de los taxones nocivos.

En la distribucion de los estimadores de abundancia relativa de los taxones nocivos, se han mantenido los
dos publicos objetivo, i) la autoridad de Salud y Pesca-Acuicultura, en el que se incluye también a los
especialistas y profesionales con entrenamiento superior interesados en las floraciones de algas nocivas y
toxinas marinas, v ii) el Publico en general.

Respecto del primero, interesa que los estimadores de abundancia relativa sean de conocimiento rapido,
simple e instructivo, tan pronto los resultados estén disponibles.

En esta etapa, se incorpor6 la distribucion de los estimadores de abundancia relativa de Alexandrium
catenella a través de la aplicacion mévil i-FAN, la cual puede ser descargada para sistemas Android e i-Os.
Esta informacidn, es replicada en las redes sociales del Centro de Estudios de Algas Nocivas (CREAN), vale
decir, Twitter (@crean_ifop), Facebook (CREAN) e Instagram (crean_ifop). Para el publico mas
especializado, los estimadores de abundancia relativa de los cinco taxones nocivos (A. catenella, A.
ostenfeldii, Protoceratium reticulatum, Dinophysis acuminata, D. acuta), son distribuidos tan pronto como los
resultados estdn disponibles en el laboratorio, a travées de la pagina WEB institucional
(https://www.ifop.cl/marearoja/reportes/), y Sistema de Informacion Geografica (SIG) on-line.

Para el publico general, la informacion es distribuida en un formato mas resumido, con el fin de llegar
transversalmente con informacion sobre estos taxones nocivos, entregando la distribucion y abundancia
relativa por sectores geograficos del Monitoreo.

4.4.2. Actividad 2: Difusion de resultados y capacitacion

Seminario-taller de difusién. Su objetivo es la difusion y discusion de los temas centrales y resultados del
Programa durante sus afios de realizacion entre 2018-2020, con la participacion de todos los investigadores
y técnicos integrantes del grupo de investigacion. La actividad esta orientada a integrar y compartir los
conocimientos obtenidos, bajo una comprensién multidimensional (oceanogréfica-bioldgica-meteorolégica),
que ayude a explicar y comprender la dinamica y desarrollo de las Floraciones Algales Nocivas (FAN) en el
sector costero entre las regiones del Biobio hasta Aysén y, ademas, que se traduzca en la construccion de
un marco referencial para su seguimiento, prevencién y mitigacion de estos eventos.

Taller de capacitacion. Su objetivo es la presentacion de resultados (enero 2018 — diciembre 2020), tanto de

los resultados obtenidos durante la etapa Ill como de los avances del conocimiento en materias FAN, de tal
41

CONVENIO DE DESEMPENO 2020 - IFOP / SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT — INFORME FINAL TOMO I:
PROGAMA DE MANEJO Y MONITOREO DE LAS FLORACIONES ALGALES NOCIVAS Y TOXINAS MARINAS EN EL OCEANO PACIFICO CENTRO SUR DE
CHILE (36° - 44°S), ETAPA I, 2020 - 2021.



7o\

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

manera de realizar una transferencia de informacion y conocimiento hacia los funcionarios publicos de las
diferentes instituciones relacionadas.

La actividad estara orientada a integrar y compartir los conocimientos obtenidos durante 3 afios de estudio,
en una comprension multidimensional (oceanografica-bioldgica-meteoroldgica), la cual ayude a explicar y
comprender la dindmica y desarrollo de las Floraciones de Algas Nocivas (FAN) en la costa del océano
Pacifico, y que ademas permita construir un marco referencial conceptual que facilite la comprension,
seguimiento, prevencion y mitigacion de estos eventos.

Elaboracién de manuscritos cientificos. En consideracion a la necesidad creciente que las medidas del
Estado estén basadas en informacion cientifica de calidad, se ha trabajado en la elaboracion de manuscritos
para ser presentados a revistas especializadas, de modo que la informacion generada se encuentre
ampliamente disponible y validada.

Otras actividades de difusion relevantes. Como parte de las actividades de difusién, y con el fin de presentar
y exponer los trabajos derivados del anélisis e interpretacion de los datos generados en el programa, es que
parte de los resultados fueron presentados en congresos y reuniones cientifico/técnicas a nivel nacional e
internacional.

4.3.3 Actividad 3: Fortalecer la vinculacion con el medio.

Charlas. Vinculacién con colegios en zonas afectadas por Floraciones de Algas Nocivas (FAN) para transmitir
conocimientos respecto al estado del arte de las FAN y toxinas marinas en Chile, ademas de entregar un
mensaje de responsabilidad frente al consumo de mariscos (desde su compra hasta su consumo).
Actualmente, las charlas se han realizado de manera telematica, enfocando los trabajos para alumnos de
2do ciclo de educacion general basica (3ro a 6to), e incorporando términos mas especificos para alumnos
del tercer ciclo (7mo basico a IV medio).

Ferias y Fiestas Cientificas. No fueron posibles durante esta etapa, las actividades presenciales, participando
solo en un recorrido virtual de los laboratorios del CREAN.
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5. GESTION DEL PROYECTO

Desarrollo de las actividades durante el periodo de contingencia por COVID-19:

Debido a la contingencia por COVID-19 las actividades de terreno y laboratorio presentaron un desarrollo
heterogéneo en su finalizacién, mientras las actividades asociadas a las regiones del Biobio, Los Lagos y
Aysén finalizaron en la fecha comprometida, esto es diciembre de 2020, las actividades de monitoreo en las
regiones de la Araunania y Los Rios finalizaron durante la segunda semana del mes de enero de 2021. El
grado de desarrollo dependié de las distintas complejidades de cada region administrativa en cuanto a las
medidas adoptadas por la autoridad sanitaria y el transito por cordones/barreras sanitarias y zonas de
cuarentena, las cuales requirieron de permisos especiales (salvoconductos) o resoluciones para el traslado
de nuestro personal y abordar el muestreo y transporte de muestras de agua y mariscos, estos permisos
dificultaron la programacion y desarrollo de las actividades en aquellos lugares que se encontraban con
zonas de barrera sanitaria en San Pedro de la Paz y Hualpén en la regién del Biobio, Provincias de Chiloé
y Palena en la region de los Lagos y zona de cuarentena en la provincia de Osorno.

Debido a protocolos COVID-19 institucionales y de la autoridad de salud, las actividades de laboratorio
disminuyeron, aplicando un sistema de turnos diarios de trabajo presencial a partir del mes de abril para los
analistas de fitoplancton, nutrientes y toxinas; este sistema de turnos se ha prologado hasta la entrega de
este informe, debido a la extensa cuarentena que se mantuvo por ocho meses (agosto — diciembre de 2020,
enero —marzo de 2021) en la ciudad de Puerto Montt . Los atrasos derivados de esta situacion y que afectan
a las actividades de terreno fueron en promedio de un mes, este atraso correspondié a los meses entre abril
ajulio. En cuanto a los analisis de fitoplancton, el retraso final fue cercano a los dos meses. Las actividades
de terreno en los sectores de la region del Biobio y regidn de los Lagos, se lograron finalizar, realizando los
12 cruceros en el tiempo comprometido. Sin embargo, en el sector de las regiones de la Araucania y los Rios
el atraso acumulado fue de un mes. Finalmente, este retraso en las actividades de terreno tuvo un impacto
en el analisis de laboratorio y el posterior analisis de resultados, interpretacion y redaccion del informe final
que debid ser entregado el 31 de marzo de 2021. Por lo que, se solicitd una prorroga de dos meses en la
entrega del mismo, quedando como nueva fecha el dia 31 de mayo de 2021.

Otro efecto de la contingencia asociada al COVID-19 y que tuvo un impacto en el desarrollo del proyecto, es
que, a comienzos del mes de mayo, hubo un investigador del CREAN que result6 positivo a SARS-CoV2
mediante PCR. Ello afect6 a otras 5 personas por contacto cercano, no estrecho, dos de las cuales habian
iniciado actividades de terreno con fecha 15 de mayo en el sector de Chiloé. El trabajo de terreno debio ser
suspendido a solicitud de la autoridad de Salud, y las personas realizar cuarentena. Uno de ellos lo hizo en
la ciudad de Quellén y el otro en Puerto Montt. Este caso positivo generé un cierre temporal de las
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instalaciones y las actividades que se desarrollaban hasta antes de este caso. El cierre temporal del CREAN
impacto tanto a las actividades de terreno como a las actividades de laboratorio, asociado al analisis de
fitoplancton, nutrientes y toxinas. El cierre del centro se prolongd durante dos semanas en donde las
actividades se vieron suspendidas. Todas las demas personas evaluadas por PCR, un total de 16 personas,
tuvieron resultados negativos, y las actividades paulatinamente comenzaron a ser retomadas con fecha 25
de mayo. Por tanto en la regidn de Los Lagos, el trabajo se retraso, y no sélo por esta circunstancia, sino
que ademas la autoridad ha fortalecido las barreras sanitarias, haciendo muy dificil lograr salvoconductos y
cumplir con el trabajo comprometido en las oportunidades planificadas.

En cuanto al trabajo de laboratorio, analisis e interpretacién de la informacién, durante la elaboracién de este
informe, se mantiene el trabajo por turnos, respetando el aforo maximo permitido para cada oficina y
laboratorio en el CREAN, abordando el analisis de las muestras que se han recolectado hasta ahora; una
proporcion importante de personas esta trabajando a distancia, manteniéndose en un porcentaje bajo las
actividades presenciales (~35%).
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacién, se presentan los resultados preliminares por objetivo especifico:

6.1 Resultados Objetivo especifico 1.
Monitorear y analizar las variaciones espacio-temporales de microalgas nocivas, biotoxinas marinas,
fitoplancton, quistes de dinoflagelados y variables hidrograficas y meteoroldgicas en la zona de estudio.

6.1.1 Actividad 1: Conocer la abundancia, composicion y distribuciéon espacio-temporal de las especies
nocivas: Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, Dinophysis acuta, D. acuminata, Protoceratium reticulatum,
Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima, ademas de las especies que componen el
fitoplancton total en la red de estaciones de estudio.

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden a los 8 cruceros efectuados en las cinco regiones
de estudio entre los meses de enero y octubre de 2020. Los datos resultantes del monitoreo en la red de estaciones:
analisis del fitoplancton cuantitativo, cualitativo y abundancia relativa de las especies nocivas se encuentran en
Anexo 1 Base de datos.

Fitoplancton Cuantitativo: La composicion fitoplanténica, en las estaciones de muestreo asociadas a las 2
millas desde la costa, estuvo compuesta por un total de 180 especies, de las cuales 114 son diatomeas, 57
son dinoflagelados, 2 silicoflagelados, 1 zoomastigoforo, 2 ciliados, 1 euglenoficea, 2 prasinoficeas y 1
prymnesiales. La Figura 1.1.1, muestra la distribucion espacial y temporal de las 12 especies que mas
contribuyen a la abundancia total del fitoplancton (>90%). Entre estas especies se encuentran: Ceratulina
pelagica, Chaetoceros debilis, Chaetoceros spp., Leptocylindrus danicus, Leptocylindrus minimus, Paralia
Sulcata, P. cf. australis, P. cf. pseudodelicatissima, Skeletonema spp., Thalassiosira cf. minuscula, Thalassiosira
spp. y Mesodinium rubrum. Durante el periodo estival, se observé la dominancia de las diatomeas toxicas P. cf.
australis y P. cf. pseudodelicatissima, especialmente en las estaciones ubicadas en la region de los Lagos. Durante
el inviemno las densidades del fitoplancton disminuyé drésticamente hasta comienzos de primavera cuando se
observaron alta de densidades de Skeletonema spp. (> 0.6 x 10e7 células L") en las estaciones de la region del
Biobio. La composicién fitoplanténica, en las estaciones de muestreo asociadas a las 5 millas desde la costa,
estuvo compuesta por un total de 171 especies, de las cuales 100 son diatomeas, 63 son dinoflagelados, 3
silicoflagelados, 1 zoomastigoforo, 2 ciliados, 1 euglenoficea, 1 prymnesiales. La Figura 1.1.2., muestra la
distribucion espacial y temporal de las 12 especies que mas contribuyen a la abundancia total del fitoplancton
(>90%). Entre estas especies se encuentran: Chaetoceros radicans, Chaetoceros spp., Detonula pumila,
Leptocylindrus danicus, Leptocylindrus minimus, P. cf. australis, P. cf. pseudodelicatissima, Skeletonema spp.,
Thalassiosira nitzschioides, Thalassiosira cf. minuscula, Scrippsiella trochoidea y Dinoflagelados atecados. Durante
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el periodo estival, se observo la dominancia de las diatomeas entre la que destaca Chaetoceros radicans, la cual
alcanzé una densidad el mayor registro de densidad (> 1.8 x 10e” células L") asociada a la estacion de Faro Corona
en la region de los Lagos. Durante el inviemo las densidad del fitoplancton disminuyé drasticamente hasta
comienzos de primavera cuando a 5 millas se registraron las altas densidades de Skeletonema spp. (> 0.4 x 10e”
células L") en las estacion de Coliumo en la region del Biobio. La composicidn fitoplantdnica, en las estaciones
de muestreo asociadas a las 10 millas desde la costa, estuvo compuesta por un total de 174 especies, de
las cuales 101 son diatomeas, 63 son dinoflagelados, 3 silicoflagelados, 1 zoomastigoforo, 2 ciliados, 1
euglenoficea, 2 prasinoficeas y 1 prymnesiales. La Figura 1.1.3, muestra la distribucion espacial y temporal
de las 12 especies que mas contribuyen a la abundancia total del fitoplancton (>90%). Entre estas especies
se encuentran: Aulacoseira pseudogranulata, Chaetoceros spp., Cylindrotheca closterium, Leptocylindrus
danicus, P. cf. australis, P. cf. pseudodelicatissima, Skeletonema spp., Thalassiosira nitzschioides, Thalassiosira
nitzschioides subtilis, Thalassiosira cf. mintiscula, Thalassiosira spp. y Dinoflagelados atecados. Durante el periodo
estival, se observd la dominancia de las diatomeas toxicas P. cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima,
especialmente en las estaciones ubicadas en la region de los Rios y Lagos y de Leptocylindrus danicus la cual
alcanzo6 una alta densidad (> 0.2 x 10e” células L") asociada a la estaciones ubicadas en la region del Biobio.
Durante el invierno las densidad del fitoplancton disminuyd drasticamente hasta comienzos de primavera cuando
a 10 millas se registraron las altas densidades de Skeletonema spp. (> 0.4 x 107 células L") en las estaciones
del Biobio y la Araucania. Las altas densidades de Skeletonema spp. durante la primavera se registraron a lo largo
de toda la costa del Biobio y la Araucana y en todas las distancias desde la costa (2, 5 y 10 millas).

Abundancia relativa especies nocivas: Los resultados de abundancia relativa en cada una de las regiones
estudiadas se presentan en las Figuras 1.1.4 a1.1.10, éstas figuras incorporan toda la informacién generada
en las tres etapas de desarrollo del estudio. Para los 12 cruceros considerados se identificaron cinco especies
nocivas de dinoflagelados (Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, D. acuminata, D. acuta y P. reticulatum) y
dos especies de diatomeas (Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima).

El anélisis descriptivo de la Abundancia Relativa de las especies nocivas se describe para cada region de
estudio.

Nota: Entiéndase para los comentarios de Abundancia relativa de las especies nocivas, que cuando nos
referimos a cobertura espacial, queremos explicar la relacién en porcentaje del: N° de estaciones con
presencia de la especie / N° total de estaciones muestreadas.

Alexandrium catenella (Figura 1.1.4):

1_Regiodn del Biobio, se observé que la distribucién temporal de esta microalga tuvo presencia solamente

en 2 de las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°6 (julio
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2020) y crucero N°7 (agosto 2020), mostrando bajos niveles de abundancia relativa que se movieron entre
el Nivel 1 (Raro) y el Nivel 2 (Escaso). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que dos de las
cuatro transectas de la region, ambas ubicadas en la parte sur del Golfo de Arauco, tuvieron presencia de
este dinoflagelado en al menos una de sus estaciones en algin momento del proyecto, y que el Nivel 2 de
abundancia relativa solo se present6 durante el crucero N°7 en las estaciones costa y 2 millas de la transecta
de Tubul.

La cobertura espacial de A. catenella fue del 2,1% en la region durante el proyecto.

2_Region de La Araucania, se observd que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 4
de las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en entre los meses de julio de
2020 y octubre de 2020, mostrando bajos niveles de abundancia relativa que van desde el Nivel 1 (Raro) al
Nivel 3 (Regular). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las tres transectas de la region
tuvieron presencia de este dinoflagelado en al menos una de sus estaciones en algin momento del proyecto,
y que el Nivel 3 de abundancia relativa sdlo se presentd durante el crucero N°7 (inicios de octubre de 2020)
en la estacion de 10 millas de la transecta de Nehuentue.

La cobertura espacial de A. catenella fue del 13,0% en la region durante el proyecto.

3_ Region de Los Rios, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 5 de
las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, detectdndose en los cruceros N°6 (agosto 2020),
N°7 (inicios de octubre de 2020), N°8 (fines de octubre de 2020), N°9 (noviembre 2020) y N°12 (enero 2021),
mostrando bajos niveles de abundancia relativa que van desde el Nivel 1 (Raro) al Nivel 3 (Regular). En
cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que tres de las cuatro transectas de la region, Niebla,
Chaihuin y Rio Bueno, tuvieron presencia de este dinoflagelado en al menos una de sus estaciones en algun
momento del proyecto, y que Nivel 3 de abundancia relativa sélo se present6 durante el crucero N°7 (inicios
de octubre de 2020) en la estacion de 10 millas de la transecta de Rio Bueno. Es preciso mencionar que el
Nivel 2 (Escaso) también se observd solamente durante el crucero N°7, en las estaciones de 5y 10 millas
de la transecta de Chaihuin y en la estacion de 5 millas de la transecta de Rio Bueno.

La cobertura espacial de A. catenella fue del 11,8% en la region durante el proyecto.

4_Region de Los Lagos, se observd que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 11
de las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, estando solo ausente en el crucero N°3 (marzo
2020). Los niveles de abundancia relativa se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y Nivel 5 (Muy Abundante). En
cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las nueve transectas de la region tuvieron presencia
de este dinoflagelado en al menos una de sus estaciones en algin momento del proyecto, y que Nivel 5 de
abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°8 (septiembre 2020) en la estacién de 10 millas
de la transecta de Mar Brava. También es preciso sefalar que el Nivel 4 (Abundante) se detectd en 5

ocasiones en esta region durante el transcurso del proyecto, estando 3 de ellas en el crucero 8,
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especificamente en las estaciones de 2 y 10 millas de la transecta de Faro Corona y en la estacion de 5
millas de la transecta de Cucao.
La cobertura espacial de A. catenella fue del 38,3% en la region durante el proyecto.

5_Regioén de Aysén, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 7 de las
12 campanas realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°1 (enero 2020), N°2
(febrero 2020), N°3 (marzo 2020), N°5 (junio 2020), N°8 (septiembre 2020), N°11 (diciembre 2020) y N°12
(enero 2021), mostrando bajos niveles de abundancia relativa que van desde el Nivel 1 (Raro) al Nivel 2
(Escaso). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las tres estaciones de la transecta de
esta region tuvieron presencia de este dinoflagelado en algun momento del proyecto, y que Nivel 2 de
abundancia relativa se presento en la estacién de 2 millas de Canal Tuamapu durante el crucero N°3yenla
estacion de 10 millas en los cruceros N°8 y N°11.

La cobertura espacial de A. catenella fue del 36,1% en la region durante el proyecto.

Alexandrium ostenfeldii (Figura 1.1.5):

1_Region del Biobio, se observé una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta diciembre
de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 5 (Muy Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas
de la region tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del
proyecto, sin embargo, el Nivel 5 de abundancia relativa so6lo se presenté durante el crucero N°4 (abril 2020)
en la estacion costa de la transecta de Coliumo.

La cobertura espacial de A. ostenfeldii fue del 60,4% en la regién durante el proyecto.

2_ Region de La Araucania, se observd una importante distribucion temporal de esta microalga, con
presencia en las 12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1)
hasta enero de 2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el
Nivel 1 (Raro) y el Nivel 6 (Extremadamente Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede
sefalar que las tres transectas de la region tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus
estaciones durante gran parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 6 de abundancia relativa sélo se presentd
durante el crucero N°7 (inicios de octubre de 2020) en la estacién de 10 millas de la transecta de Puerto
Saavedra. Es preciso mencionar que el Nivel 5 (Muy Abundante) se observé solamente durante los cruceros
N°2 (febrero 2020, en las estaciones de 2 y 5 millas de la transecta de Puerto Saavedra) y crucero N°7 (en
la estacion de 2 millas de NehuentUe y estaciones de 2 y 5 millas de Puerto Saavedra).

La cobertura espacial de A. ostenfeldii fue del 63,9% en la regién durante el proyecto.
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3_Regién de Los Rios, se observé que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 11 de
las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, estando solo ausente en el crucero N°1 (enero
2020). Los niveles de abundancia relativa se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y el Nivel 6 (Extremadamente
Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas de la region
tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del proyecto,
sin embargo, el Nivel 6 de abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°5 (fines de julio de
2020) en la estacion de 10 millas de la transecta de Niebla. Es preciso mencionar que el Nivel 5 (Muy
Abundante) se observé solamente en los cruceros N°5 (en las estaciones de 5 millas de las transectas de
Niebla y Rio Bueno) y crucero N°8 (fines de octubre de 2020, en la estacién de 2 millas de la transecta de
Mehuin).

La cobertura espacial de A. ostenfeldii fue del 59,7% en la region durante el proyecto.

4_Region de Los Lagos, se observé una importante distribucién temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta
diciembre de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel
1 (Raro) y el Nivel 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefalar que las nueve
transectas de la region tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante
gran parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 7 de abundancia relativa s6lo se present6 durante el crucero
N°3 (marzo 2020) en la estacion de 10 millas de la transecta de Estaquilla. También es preciso mencionar
que el Nivel 6 (Extremadamente Abundante) se observé solamente durante los cruceros N°3 (en la estacion
de Cucao 10 millas) y crucero N°8 (septiembre 2020, en la estacion de Cucao 5 millas). Por su parte el Nivel
5 (Muy Abundante) se detecto durante los cruceros N°7 (agosto 2020, en las estaciones de Playa Brava 2
millas y Faro Corona 5 millas) y crucero N°8 (en la estacion Mar Brava 10 millas).

La cobertura espacial de A. ostenfeldii fue del 56,4% en la region durante el proyecto.

5_Region de Aysén, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 8 de las
12 campanas realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°1 (enero 2020), N°2
(febrero 2020), N°3 (marzo 2020), N°5 (junio 2020), N°6 (julio 2020), N°8 (septiembre 2020), N°9 (octubre
2020) y N°12 (enero 2021), mostrando niveles de abundancia relativa que van desde el Nivel 1 (Raro) al
Nivel 4 (Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las tres estaciones de la
transecta de esta region tuvieron presencia de este dinoflagelado en algin momento del proyecto, y que el
Nivel 4 de abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°1 en la estacion de 10 millas de Canal
Tuamapu. También es preciso sefialar que en todas las otras ocasiones en que esta microalga fue detectada,
el nivel de abundancia relativa solo fue 1 (Raro).

La cobertura espacial de A. ostenfeldii fue del 38,9% en la regidn durante el proyecto.
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Dinophysis acuminata (Figura 1.1.6):

1_Region del Biobio, se observo una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta diciembre
de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 5 (Muy Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas
de la region tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del
proyecto, sin embargo, el Nivel 5 de abundancia relativa solo se presenté durante el crucero N°1, en las
estaciones costa, 2 millas y 5 millas de la transecta de Colcura, y en la estacion costera de la transecta de
Llico.

La cobertura espacial de D. acuminata fue del 71,4% en la regidn durante el proyecto.

2_ Region de La Araucania, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en
11 de las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, estando solo ausente en el crucero N°1
(enero 2020). Los niveles de abundancia relativa se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y el Nivel 7 (Hiper
Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las tres transectas de la regién
tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del proyecto,
sin embargo, el Nivel 7 de abundancia relativa se present6 solamente en octubre de 2020 en los cruceros
N°7 (inicios de octubre de 2020, en la estacién de 10 millas de la transecta de Puerto Saavedra) y crucero
N°8 (fines de octubre de 2020, en la estacién de 5 millas de la transecta de Nehuentue). Es preciso mencionar
también que el Nivel 6 (Extremadamente Abundante) se observd solamente en los cruceros N°2 (febrero
2020, en las estaciones de 2 y 5 millas de la transecta de Puerto Saavedra), crucero N°7 (en la estacion
Queule 5 millas y en las estaciones de 2 y 5 millas de las transectas de Nehuentle y Puerto Saavedra) y
crucero N°8 (en las estaciones de Nehuentle 2 millas y Puerto Saavedra 5 millas).

La cobertura espacial de D. acuminata fue del 80,6% en la regidn durante el proyecto.

3_ Region de Los Rios, se observo una importante distribucién temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta enero
de 2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucidn espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas
de la region tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del
proyecto, sin embargo, el Nivel 7 de abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°11 (enero
2021) en las estaciones de Niebla 5 millas y Chaihuin 2 millas. Es preciso mencionar que el Nivel 6
(Extremadamente Abundante) se observd solamente durante los cruceros N°9 (noviembre 2020, en las
estaciones de 2 y 5 millas de la transecta de Niebla), y crucero N°12 (enero 2021, en la estacion de 10 millas
de la transecta de Chaihuin).

La cobertura espacial de D. acuminata fue del 86,1% en la region durante el proyecto.
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4 _Region de Los Lagos, se observé una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta
diciembre de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel
1 (Raro) y el Nivel 9 (Mega Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las nueve
transectas de la region tuvieron presencia de este dinoflagelado en la mayoria de sus estaciones durante
gran parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 9 de abundancia relativa solamente se presentd en los cruceros
N°2 (febrero 2020, en las estaciones de Playa Brava 2 millas, Faro Corona 10 millas, Caleta Zorra 2 millas y
Caleta Zorra 5 millas), crucero N°11 (inicios de diciembre de 2020, en la estacién de Cucao 5 millas) y crucero
N°12 (mediados de diciembre 2020, en la estacién de Cucao 5 millas). También es preciso sefialar que el
Nivel 8 (Ultra Abundante), el Nivel 7 (Hiper Abundante), el Nivel 6 (Extremadamente Abundante) y el Nivel 5
(Muy Abundante), se detectaron en 9, 13, 32 y 37 ocasiones respectivamente en esta region durante el
transcurso del proyecto, en las demas oportunidades, que fueron la mayoria, la presencia de esta especie
solo estuvo entre los niveles de abundancia relativa 1 (Raro) y 4 (Abundante).

La cobertura espacial de D. acuminata fue del 96,9% en la regidn durante el proyecto.

5_Region de Aysén, se observé una importante distribucién temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta enero de
2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y el
Nivel 8 (Ultra Abundante), pero sin tener representatividad en los niveles 4 (Abundante) y 7 (Hiper
Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las tres estaciones de la transecta
de esta region tuvieron presencia de este dinoflagelado durante todo el proyecto, sin embargo, el Nivel 8 de
abundancia relativa sélo se presenté durante el crucero N°1 en la estacion de 10 millas de Canal Tuamapu.
Es preciso mencionar que los niveles de abundancia relativa 6 (Extremadamente Abundante) y 5 (Muy
Abundante), también fueron observados solamente en el crucero N°1, en las estaciones de 2 millas y 5 millas
de la transecta de Tuamapu respectivamente.

La cobertura espacial de D. acuminata fue del 100% en la regién durante el proyecto.

Dinophysis acuta (Figura 1.1.7):

1_ Region del Biobio, esta microalga estuvo ausente en las 12 campafias realizadas durante el periodo de
estudio, por lo que la distribucién temporal y espacial de D. acuta fue del 0% en la regién.

2_ Region de La Araucania, esta microalga estuvo ausente en las 12 campafias realizadas durante el
periodo de estudio, por lo que la distribucion temporal y espacial de D. acuta fue del 0% en la region.
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3_ Regiodn de Los Rios, esta microalga estuvo ausente en las 12 campafias realizadas durante el periodo
de estudio, por lo que la distribucion temporal y espacial de D. acuta fue del 0% en la region.

4_Region de Los Lagos, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 5 de
las 12 campanas realizadas durante el periodo de estudio, detectdndose en los cruceros N°2 (febrero 2020),
N°7 (agosto 2020), N°8 (septiembre 2020), N°9 (octubre 2020) y N°11 (inicios de diciembre de 2020),
mostrando en todos ellos solamente el Nivel 1 (Raro) de abundancia relativa. En cuanto a la distribucidn
espacial, se puede sefialar que cuatro de las nueve transectas tuvieron presencia de este dinoflagelado en
al menos una de sus estaciones en algin momento del proyecto, detectandose especificamente en los
cruceros N°2 en la estacion Cucao 10 millas, crucero N°7 en las estaciones de 2 y 5 millas de la transecta
de Estaquilla, crucero N°8 en la estacion Caleta Zorra 2 millas, crucero N°9 en la estacién Caleta Zorra 5
millas y el crucero N°11 en la estacion Chepu 10 millas, obteniendo apenas un total de 6 ocasiones en que
fue observada esta especie.

La cobertura espacial de D. acuta fue del 1,9% en la region durante el proyecto.

5_Region de Aysén, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 6 de las
12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°1(enero 2020), N°2
(febrero 2020), N°4 (mayo 2020), N°6 (julio 2020), N°7 (agosto 2020) y N°8 (septiembre 2020), mostrando
bajos niveles de abundancia relativa que van desde el Nivel 1 (Raro) al Nivel 2 (Escaso). En cuanto a la
distribucidn espacial, se puede sefialar que las tres estaciones de la transecta de esta region tuvieron
presencia de este dinoflagelado en algun momento del proyecto, y que Nivel 2 de abundancia relativa se
presentd solamente durante el crucero N°1 en la estaciéon de 10 millas de Canal Tuamapu. También es
preciso sefialar que en todas las otras ocasiones en que esta microalga fue detectada, el nivel de abundancia
relativa solo fue 1 (Raro).

La cobertura espacial de D. acuta fue del 19,4% en la region durante el proyecto.

Protoceratium reticulatum (Figura 1.1.8):

1_Region del Biobio, se observé que la distribucién temporal de esta microalga tuvo presencia solamente
en 2 de las 12 campanas realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°3 (marzo
2020) y crucero N°9 (octubre 2020), mostrando bajos niveles de abundancia relativa que se movieron entre
el Nivel 1 (Raro) y el Nivel 2 (Escaso). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefalar que dos de las
cuatro transectas de la region, una ubicada en la parte norte y la otra en la parte sur, tuvieron presencia de
este dinoflagelado en al menos una de sus estaciones en algin momento del proyecto, detectandose
solamente con Nivel 1 de abundancia relativa en el crucero N°3 en las estaciones de 2 y 5 millas de la
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transecta de Coliumo, y con Nivel 2 durante el crucero N°9 en la estacion de 2 millas de la transecta de
Tubul.
La cobertura espacial de P. reticulatum fue del 1,6% en la region durante el proyecto.

2_Region de La Araucania, se observd que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 2
de las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°5 (fines de
julio de 2020) y crucero N°8 (fines de octubre de 2020), mostrando en ambos cruceros solo el Nivel 1 (Raro)
de abundancia relativa. En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que dos de las tres transectas
de la regién, una ubicada en la parte norte y la otra en la parte sur, tuvieron presencia de este dinoflagelado
en al menos una de sus estaciones en algun momento del proyecto, detectandose solamente en la estacion
Nehuentue 5 millas durante el crucero N°5, y en la estacion Queule 2 millas en el crucero N°8.

La cobertura espacial de P. reticulatum fue del 1,9% en la region durante el proyecto.

3_ Region de Los Rios, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 3 de
las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, detectdndose en los cruceros N°6 (agosto 2020),
N°8 (fines de octubre de 2020) y N°9 (noviembre 2020), mostrando sélo los niveles de abundancia relativa
1 (Raro) y 5 (Muy Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que dos de las cuatro
transectas de la region, una ubicada en la parte norte y la otra en la parte sur, tuvieron presencia de este
dinoflagelado en al menos una de sus estaciones en algiin momento del proyecto, detectandose el Nivel 5
de abundancia relativa solamente durante el crucero N°9 en la estacion de 2 millas de la transecta de Mehuin,
y el Nivel 1 en los cruceros N°6 (en las estaciones de 5y 10 millas de la transecta de Mehuin) y crucero N°8
(en la estacion Rio Bueno 10 millas).

La cobertura espacial de P. reticulatum fue del 2,8% en la region durante el proyecto.

4_Region de Los Lagos, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 7 de
las 12 campanas realizadas durante el periodo de estudio, detectandose en los cruceros N°2 (febrero 2020),
N°3 (marzo 2020), N°6 (julio 2020), N°7 (agosto 2020), N°9 (octubre 2020), N°11 (inicios de diciembre de
2020) y N°12 (mediados de diciembre de 2020), mostrando bajos niveles de abundancia relativa que van
desde el Nivel 1 (Raro) al Nivel 3 (Regular). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que ocho
de las nueve transectas de la regién tuvieron presencia de este dinoflagelado en al menos una de sus
estaciones en algin momento del proyecto, estando ausente Unicamente la transecta de Bahia Mansa. El
Nivel 3 de abundancia relativa solo se presentd durante el crucero N°2 en la estacion de 2 millas de la
transecta de Caleta Zorra. También es preciso mencionar que el Nivel 2 (Escaso) se detect6 en 11 ocasiones
en esta region durante el transcurso del proyecto, estando 8 de ellas en el crucero N°2.

La cobertura espacial de P. reticulatum fue del 8,4% en la region durante el proyecto.
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5_Region de Aysén, se observd que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en 11 de las
12 campanas realizadas durante el periodo de estudio, estando sélo ausente en el crucero N°9 (octubre
2020). Los niveles de abundancia relativa fueron bajos, moviéndose entre el Nivel 1 (Raro) y el Nivel 3
(Regular). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las tres estaciones de la transecta de
esta region tuvieron presencia de este dinoflagelado en algun momento del proyecto, y que Nivel 3 de
abundancia relativa sdlo se presentd durante el crucero N°12 (enero 2021) en las estaciones de 2 y 5 millas
de Canal Tuamapu.

La cobertura espacial de P. reticulatum fue del 55,6% en la regidn durante el proyecto.

Pseudo-nitzschia cf. australis (Figura 1.1.9):

1_Region del Biobio, se observé una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta diciembre
de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucidn espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas
de la region tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del
proyecto, sin embargo, el Nivel 7 de abundancia relativa sdlo se present6 durante el crucero N°2 (febrero
2020) en las estaciones de 5 millas y 10 millas de la transecta de Coliumo. Es preciso mencionar que el Nivel
6 (Extremadamente Abundante) también se observd solamente en la transecta de Coliumo, pero durante los
cruceros N°4 (abril 2020) en la estacion costa, y crucero N°8 (septiembre 2020) en las estaciones de 5y 10
millas. Otro dato importante, es que durante el crucero N°6 (julio 2020), la especie sélo fue detectada en la
transecta de Coliumo (en tres de sus cuatro estaciones, pero todas estas mostrando sélo el Nivel 1).

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. australis fue del 84,4% en la regidn durante el proyecto.

2_ Region de La Araucania, se observo que la distribucion temporal de esta microalga tuvo presencia en
11 de las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, estando solo ausente en el crucero N°4
(inicios de julio de 2020). Los niveles de abundancia relativa se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y el Nivel 7
(Hiper Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar que las tres transectas de la region
tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del proyecto, sin
embargo, el Nivel 7 de abundancia relativa sélo se presenté durante el crucero N°7 (inicios de octubre de
2020) en la estacion de 2 millas de la transecta de Puerto Saavedra. Es preciso mencionar que el Nivel 6
(Extremadamente Abundante) también se observé solamente durante el crucero N°7, pero en las estaciones
Nehuentle 5 millas y Puerto Saavedra 5 millas.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. australis fue del 83,3% en la region durante el proyecto.
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3_ Regioén de Los Rios, se observo una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campanias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta enero
de 2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucidn espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas
de la region tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del
proyecto, sin embargo, el Nivel 7 de abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°7 (inicios de
octubre de 2020) en la estacion de Niebla 2 millas. Es preciso mencionar también que el Nivel 6
(Extremadamente Abundante) se observo solamente en los cruceros N°3 (marzo 2020, en la estacion Rio
Bueno 10 millas), crucero N°7 (inicios de octubre de 2020, en las estaciones de Mehuin 2 millas, Mehuin 5
millas, Niebla 5 millas, Chaihuin 2 millas y Chaihuin 5 millas), crucero N°8 (fines de octubre de 2020, en la
estacion Chaihuin 2 millas y las estaciones de 2, 5y 10 millas de la transecta de Mehuin), y crucero N°9
(noviembre 2020, en la estacion Mehuin 5 millas).

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. australis fue del 64,6% en la region durante el proyecto.

4_Region de Los Lagos, se observé una importante distribuciéon temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta
diciembre de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel
1 (Raro) y el Nivel 10 (>Mega Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las
nueve transectas de la region tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante
gran parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 10 de abundancia relativa so6lo se presento durante el crucero
N°1 (enero 2020), en la estacion de 2 millas de la transecta de Estaquilla. También es preciso mencionar
que el Nivel 9 (Mega Abundante), el Nivel 8 (Ultra Abundante), el Nivel 7 (Hiper Abundante), el Nivel 6
(Extremadamente Abundante) y el Nivel 5 (Muy Abundante), se detectaron en 19, 12, 8, 7 y 37 ocasiones
respectivamente en esta region durante el transcurso del proyecto, en las demas oportunidades, que fueron
la mayoria, la presencia de esta especie solo estuvo entre los niveles de abundancia relativa 1 (Raro) y 4
(Abundante). Los mayores valores de abundancia relativa, desde el Nivel 7 al Nivel 10, s6lo fueron
detectados entre los meses de enero a marzo, verano, de 2020.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. australis fue del 74,5% en la region durante el proyecto.

5_Region de Aysén, se observé una importante distribucién temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta enero de
2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y el
Nivel 8 (Ultra Abundante), pero sin tener representatividad en los niveles 5 (Muy Abundante), 6
(Extremadamente Abundante) y 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar
que las tres estaciones de la transecta de esta region tuvieron presencia de esta diatomea durante gran parte
del proyecto, sin embargo, el Nivel 8 de abundancia relativa sélo se presenté durante el crucero N°1 en la

estacion de 10 millas de Canal Tuamapu.
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La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. australis fue del 86,1% en la region durante el proyecto.

Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima (Figura 1.1.10):

1_Region del Biobio, se observo una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campaiias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta diciembre
de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede observar la presencia de esta
diatomea en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 7 de
abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°8 (septiembre 2020), en las estacionesasdociadas
a la region de los Lagos. Otro dato importante, es que la especie estuvo ausente durante el crucero N° 5y 6
correpondiente al periodo de invierno (mayo y junio 2020). Los mayores valores de abundancia relativa,
desde el Nivel 5 (Muy Abundante) al Nivel 7 (Hiper Abundante), sélo fueron detectados entre los meses de
septiembre a noviembre, primavera, de 2020.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima fue del 71,4% en la region durante el
proyecto.

2_ Region de La Araucania, se observd una importante distribucién temporal de esta microalga, con
presencia en las 12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1)
hasta enero 2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel
1 (Raro) y el Nivel 8 (Ultra Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefalar que las tres
transectas de la region tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante gran
parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 8 de abundancia relativa solamente se presento en los cruceros
N°8 (fines de octubre de 2020, en las estaciones de Nehuentie 2 millas, Nehuentie 5 millas y Puerto
Saavedra 5 millas) y crucero N°9 (noviembre 2020, en la estacion Nehuentte 5 millas). Es preciso mencionar
también que el Nivel 7 (Hiper Abundante) se observo solamente en los cruceros N°7 (inicios de octubre de
2020, en las estaciones de 2 millas de las transectas de Nehuentle y Puerto Saavedra), crucero N°8 (fines
de octubre de 2020, en las estaciones de 2, 5 y 10 millas de la transecta de Queule, y en las estaciones de
Nehuentie 10 millas y Puerto Saavedra 2 millas) y crucero N°9 (noviembre 2020, en las estaciones de 2
millas de las transectas de Nehuentue y Puerto Saavedra). Los mayores valores de abundancia relativa,
desde el Nivel 5 (Muy Abundante) al Nivel 8 (Ultra Abundante), sélo fueron detectados en los meses de
octubre y noviembre, primavera, de 2020.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima fue del 81,5% en la regién durante el
proyecto.
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3_ Regioén de Los Rios, se observo una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campanias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta enero
de 2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y
el Nivel 9 (Mega Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las cuatro transectas
de la region tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante gran parte del
proyecto, sin embargo, el Nivel 9 de abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°1 (enero
2020) en las estaciones de Chaihuin 10 millas y Rio Bueno 10 millas. Es preciso mencionar también que el
Nivel 8 (Ultra Abundante) se observd solamente en el crucero N°8 (fines de octubre de 2020), en las
estaciones de Mehuin 5 millas, Mehuin 10 millas y Chaihuin 2 millas. Los mayores valores de abundancia
relativa, desde el Nivel 5 (Muy Abundante) al Nivel 9 (Mega Abundante), solo fueron detectados en los
periodos de primavera y verano.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima fue del 72,2% en la region durante el
proyecto.

4_Region de Los Lagos, se observé una importante distribucion temporal de esta microalga, con presencia
en las 12 campafas realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta
diciembre de 2020 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel
1 (Raro) y el Nivel 10 (>Mega Abundante). En cuanto a la distribucion espacial, se puede sefialar que las
nueve transectas de la regidn tuvieron presencia de esta diatomea en la mayoria de sus estaciones durante
gran parte del proyecto, sin embargo, el Nivel 10 de abundancia relativa solamente se presento en los
cruceros N°1 (enero 2020, en las estaciones Estaquilla 10 millas, Playa Brava 2 millas, Faro Corona 10
millas, Mar Brava 2 millas y Mar Brava 5 millas) y crucero N°2 (febrero 2020, en la estacion Chepu 10 millas).
También es preciso mencionar que el Nivel 9 (Mega Abundante), el Nivel 8 (Ultra Abundante), el Nivel 7
(Hiper Abundante), el Nivel 6 (Extremadamente Abundante) y el Nivel 5 (Muy Abundante), se detectaron en
18,7, 5, 28 y 21 ocasiones respectivamente en esta region durante el transcurso del proyecto, en las demas
oportunidades, que fueron la mayoria, la presencia de esta especie solo estuvo entre los niveles de
abundancia relativa 1 (Raro) y 4 (Abundante). Los mayores valores de abundancia relativa, desde el Nivel 7
al Nivel 10, fueron detectados casi en su totalidad en los meses de enero y febrero, verano, de 2020.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima fue del 82,9% en la region durante el
proyecto.

5_Regioén de Aysén, se observé una importante distribucién temporal de esta microalga, con presencia en
las 12 campafias realizadas durante el periodo de estudio, desde enero 2020 (crucero N°1) hasta enero de
2021 (crucero N°12), mostrando niveles de abundancia relativa que se movieron entre el Nivel 1 (Raro) y el
Nivel 8 (Ultra Abundante), pero sin tener representatividad en los niveles 5 (Muy Abundante), 6
(Extremadamente Abundante) y 7 (Hiper Abundante). En cuanto a la distribucién espacial, se puede sefialar

que las tres estaciones de la transecta de esta region tuvieron presencia de esta diatomea durante todo el
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proyecto, sin embargo, el Nivel 8 de abundancia relativa sélo se presentd durante el crucero N°1 en la
estacion de 10 millas de Canal Tuamapu.

La cobertura espacial de Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima fue del 100% en la region durante el
proyecto.

6.1.2. Actividad 2: Muestreo transvectores y deteccion toxinas

El muestreo se orientd hacia especies centinelas en cada region (e.g. cholga, choro malton, navajuela, almeja,
macha, piure), 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.

Toxinas Paralizantes

Para todas las estaciones distribuidas desde las regiones del Biobio hasta Los Lagos, no se detectan toxinas
paralizantes a través del Bioensayo de Raton (Tablas 1.1.1 a 1.1.4). En estas mismas estaciones se realizo
la deteccion de Toxinas paralizantes por HPLC-MS en el Laboratorio del CREAN (Tablas 1.1.5a1.1.9). En
la region del Biobio (Tabla 1.1.5), se detect6 la presencia de GTX-2 en gran parte de los cruceros, en algunos
casos en todas las estaciones, pero en todas las ocasiones con niveles de < LC (LC= 26 nanomol L', que
equivale a 52 pg SXT eq di HCl eq Kg'). Enlos 11 primeros cruceros de la region de la Araucania (Tabla
9), los resultados fueron concordantes con el Bioensayo del Raton (ND). En el crucero 12, se detecta la
presencia de GTX-2 en todas las estaciones, y de Stx en Nehuentue, todos los casos con niveles muy bajos
de toxina (< LC, en el caso de Sxt, el LC es de 20 nmol L', que equivale a 99 ug de SXT eq di HCI eq Kg).
Casi todos los resultados de toxinas paralizantes son ND en la region de Los Rios (Tabla 10), solamente se
detectdé GTX-2 en Mehuin en los cruceros 11y 12 (< LC). En la region de Los Lagos (Tabla 1.1.8), se
detecta C1 en los cruceros 7 y 8 en la estacién de Cucao (< LC = 30 nanomol L-', que equivale a 1.5 ug
SXT eq di HCl eq Kg"). En la misma regi6n se detecta GTX-2 en los cruceros 5 (Playa Brava y Carelmapu),
crucero 7 (Playa Brava, Carelmapu y Cucao), crucero 8 (Playa Brava y Cucao), crucero 9 (Playa Brava,
Carelmapu y Cucao), crucero 10 (Playa Brava) crucero 11 (Playa Brava) y en el crucero 12 (Cucao), todos
los casos con niveles de < LC. SXT fue detectada en algunas ocasiones con niveles de < LC. En las tablas
se incluyen sdlo los analogos que fueron positivos en alguna muestra.

Las muestras positivas a toxinas paralizantes por HPLC-Ms (GTX2, C1y Sxt), a pesar de dar negativas a
los analisis del bioensayo del Raton, se explican debido a la alta sensibilidad de este anélisis. Los niveles
encontrados son muy bajos, lo que no representa un riesgo para la salud humana. La presencia de las
toxinas paralizantes detectadas se puede deber a la presencia de los dinoflagelados A. catenella y A.
ostenfeldii, que han sido sefialados como productores de estas toxinas (Krock et al., 2007; Salgado et al,
2015). En las muestras de agua que se analizaron, no fue posible detectar Toxinas Paralizantes, lo que
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puede deberse a que la cantidad de dinoflagelados presentes no es suficiente para que puedan ser
detectados en este tipo de muestras, pero en algunos casos si es posible detectarlos en los mariscos, porque
estos son capaces de concentrar las toxinas.

Toxina Amnésica

Todas las muestras analizadas por HPLC mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) segun la
metodologia descrita por Quilliam et al. (1995), dan como resultado no detectado para acido domoico (Tablas
1.1.5a1.1.8). Las muestras fueron analizadas con la metodologia de HPLC Ms por el laboratorio del Crean
en Puerto Montt, con resultados similares en la region de La Araucania (Tabla 1.1.6). En la region del
Biobio (Tabla 1.1.5), a partir del crucero 9 se detectd la presencia de AD en la mayoria de las estaciones,
pero con niveles desde <LC a 80 ngg'. Enlaregion de Los Rios (Tabla 1.1.7), se detectd DA en Niebla
(cruceros 8 y 12, < LC ). En la Region de Los Lagos (Tabla 1.1.8) se detectd la presencia de DA en los
cruceros 1y 2 en la mayoria de las estaciones, en el crucero 9 (Bahia Mansa), crucero 11 (Carelmapu, Mar
Brava) y crucero 12 (Playa Brava, Carelmapu y Mar Brava), con niveles desde < LC a 341 ng/g, niveles que
son muy bajos, pero se obtienen debido a que la metodologia de deteccion por espectrometria de masas es
muy sensible.

Aligual que las toxinas paralizantes solamente hay resultados positivos en algunas muestras con HPLC-Ms,
debido a la mayor sensibilidad de la técnica por sobre el HPLC-FI. La presencia de esta toxina esta asociada
a la presencia de las Diatomeas Pseudo-nitzschia spp. (Bates et al., 2018, Trainer et al., 2012). Las especies
P. cf australis y P. cf pseudodelicatissima, estan presentes en las zonas estudiadas. No siempre son
concordantes los resultados positivos de esta toxina en las muestras de mariscos, y las pocas muestras de
agua analizadas, lo que se explica a que los niveles de toxina son muy bajos, por lo que en muchos casos
bordean al limite de cuantificacion.

Toxinas Lipofilicas.

Se presentan los resultados de TDM obtenidos por el servicio de salud utilizando la técnica del bioensayo
del ratén (Tablas 1.1.1 a 1.1.4), y los resultados de TML obtenidos por HPLC Ms (Tablas 1.1.5a1.1.8). En
este Ultimo caso solo se tabulan las toxinas que en alguna muestra tengan resultados positivos. Todas las
otras toxinas que fueron analizadas, pero tienen resultados de no detectado (ND), no se incluyen en estas
tablas. En la regién de Biobio los resultados de TDM (Tabla 1.1.5) obtienen algunos resultados positivos en
los cruceros 1, 2,4y 8. En cuanto a las TML (Tabla 8), s6lo se obtiene un resultado positivo a PTX-2 en el
crucero 1 en Bahia Llico, pero con un nivel extremadamente bajo, menor al limite de cuantificacion (<LC, que
es 15 ng g-1). Cabe destacar que en Bahia Llico el resultado de TDM es negativo.En la region de La
Araucania (Tabla 1.1.6) en casi todas las muestras se detectd la presencia de GYM, pero con niveles <LC
(LC=15ng g-1). Todas las muestras son negativas a TDM en el ensayo de raton (Tabla 1.1.1). En la region
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de Los Rios (Tabla 1.1.7), al igual que en la region de La Araucania, de todas las TML analizadas, la Unica
ficotoxina detectada en la mayoria de las muestras fue Gym, todas con niveles de <LC. En cambio en
cuanto a los resultados de TDM (Tabla 6), solamente las muestras de niebla en los cruceros 1, 2 y 12 dan
resultados positivos, pero con muerte a las 20 hrs en los dos primeros casos y 21 hr en el tercero, todos sin
signologia clinica. Por ultimo en la regidn de los Lagos (Tabla 1.1.8) en algunas las estaciones se detecta
Gym <LC. Adicionalmente en el crucero 2, en la estacion de Cucao, se detecta PTX-2 (<LC). En los cruceros
1 (Playa Brava y Carelmapu), 2 (Bahia Mansa, P. Brava y Carelmapu), 3 (P. Brava), 8 (P. Brava y
Carelmapu), 10 (P.Brava y Carelmapu), 11 (B. Mansa y P. Rbava) y 12 (P. Brava y Carelmapu) se detectd
la presencia de AZA2, también con bajos niveles (<LC, 15 ng g-1). En cuanto a los resultados de TDM
(Tabla 1.1.8), solamente en el crucero 1 (estaciones de Carelmapu y Mar Brava) y en el crucero12 (Cucao)
son positivos a TDM, pero con muerte a las 20, 4 y 6 hrs, respectivamente, todos los casos sin signologia
clinica.

Las pocas muestras positivas a TDM, en general no guardan relacién con las muestras positivas a Gym,
PTX2 y AZA2 (Unicas toxinas lipofilicas positivas en algunas muestras), por lo que probablemente se debe
a falsos positivos. Es posible que PTX2 sea producido por D acuminata, la que ya ha sido asociada a la
produccion de PTX2 en la Bahia de Tubul. Los resultados positivos a PTX2 en las muestras de agua no son
concordantes a las muestras positivas en mariscos, lo que puede deberse a la baja concentracion de la
toxina. La gran cantidad de muestras positivas de Gym, es probable que sea debido a la presencia de A.
ostenfeldii. La positividad de muestras de mariscos a Gym es muy similar a los resultados de los proyectos
anteriores. El hecho que las muestras de agua hayan salido negativas a Gym, puede deberse a la baja
concentracion de la toxina. Las muestras positivas a AZA 2 en la region de Los Lagos puede deberse a la
presencia de dinoflagelados del género Azadinium (Tillmann et al, 2009), lo que, de momento, no ha podido
ser confirmado y por lo tanto, representa un desafio para las siguientes etapas del poryecto.

6.1.3 Actividad 3: Recolectar informacion hidrografica (temperatura, salinidad, fluorescencia,
oxigeno, nutrientes) y meteoroldgica (temperatura, presion atmosférica, nubosidad, viento) en cada
una de las estaciones de monitoreo de las 5 regiones.

Recoleccion de datos oceanograficos

En términos generales, las secciones verticales durante el periodo estudiado muestran una mayor
estratificacion de la columna de agua al norte de los ~40°S, méas especificamente en la regién del Biobio y
mayor mezcla de la propiedades fisicas-quimicas-bioldgicas para la region de Aysén. Durante, Ademas, es
posible observar la presencia de masas de agua del tipo AESS en particular norte de los ~40°S, asl cuales,
en el tiempo, especificamente desde diciembre a enero; a partir del mes de febrero le presencia de AESS,
las cuales se mantienen durante los meses de enero y febrero (Cruceros 1y 2).
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En el Crucero 1, se observa la maxima extension latitudinal de AESS abarcando casi toda la macro-region
de estudio (entre 36° hasta ~43°S) (Figura 1.3.1). Es posible observar importantes nucleos con altos valores
de fluorescencia en las regiones del Bio-Bio y Los Lagos. Estos nucleos de fluorescencia se presentan en
superficie (Bio-Bio) y subsuperficie (La Araucania y Los Lagos) Por otro lado, durante este crucero es
importante destacar la presencia de dos “focos” de oxigeno ubicados sobre los incrementos de fluorescencia,
asociados a una disminucion de la salinidad, especialmente en la zona del canal de Chacao en la region de
los Lagos, el cual puede incorporar agua de menor salinidad al sistema marino, generando la estratificacion
de la columna de agua y generando con ello, los maximos subsuperficiales observados. Esas aguas de
menor salinidad pueden ser responsables de que el AESS no alcance la superficie, y que los maximos de
fluorescencia se localicen en subsuperficie. Por otra parte, en la region de Aysén la columna de agua se
presenta bien mezclada, con los menores valores de salinidad de todo el periodo estudiado, sugiriendo para
este mes una direccion predominante de las corrientes hacia el océano abierto. Durante el Crucero 2, si bien
el AESS sigue estando presente en la region del Biobio, generando un nucleo de fluorescencia superficial,
que se profundiza hasta los 30 metros de profundidad con valores cercanos a los 10 mg/m3. La temperatura
asociada a las capas superficiales de la columna de agua, en las estaciones ubicadas al sur de los 41°S,
alcanzaron temperaturas sobre los 13°C, asociado principalmente a aguas de baja salinidad (<32 UPS).
Durante este crucero los maximos de fluorescencia se comienzan a observar menos intensos (Figura 1.3.2).

En el Crucero 3, la temperatura asociada a las capas superficiales de la columna de agua, se desplazan
hacia el norte, entre los 38 y 43°S, alcanzando valores sobre los 14°C. Se observan distintas fuentes de
agua dulce que entran al sistema, proveniente de aportes fluviales en la regién de los Rios y canal de Chacao
en la region de los Lagos, que son los responsables del aumento de la temperatura superficial y del oxigeno
disponible en la superficie, especialmente en la regién de la Araucania, donde la concentracién alcanza
valores superficiales por sobre de los 8 ml/L. Asociado a estas condiciones se registraron aumentos
superficiales de la fluorescencia en esta area. (Figura 1.3.3). En el Crucero 4, se observé en la region de los
Lagos un hundimiento de una masa de agua de temperaturas sobre los 15°C. EI comienzo del invierno se
observa en los aportes de agua dulce en la regién de los Rios y en los bajos valores de la fluorescencia
producto del comienzo de la mezcla invernal que homogeniza la columna de agua (Figura 1.3.4).

Durante los cruceros 5, 6 y 7, la condicion invernal se hace mas evidente, con una columna de agua muy
mezclada y bajos niveles de fluorescencia en toda la zona de estudio (Figuras 1.3.5,1.3.6 y 1.3.7).

Durante el crucero 8, se evidencia un cambio en la estructura de las condiciones de la columna de agua,
especialmente en la region del Biobio, donde se aprecia un aumento del oxigeno disuelto y la fluorescencia

(Figura 1.3.8).
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Para la region del Biobio durante el crucero 9 (Figuras 1.3.9) se observa un aumento de la temperatura
superficial entre los 12.4 a 14°C que se observa hasta la region de Los Rios, hacia el sur, la columna de
agua se mantiene entre los 9 a 10 °C. Las salinidades son mayores a lo largo de la comuna vertical para la
region de Biobio, manteniendo esa estructura hasta la region de Los Rios. Para el oxigeno disuelto, las
concentraciones son mayores en superficie para las regiones ubicadas al sur de Biobio, en esta Ultima se
observa una oxiclina mas somera que se va profundizando al sur. La fluorescencia tiene dos nucleos
importantes que se observan, en Biobio a los 10 metros de profundidad y en la regién de Los Rios a los 20
metros.

Para el crucero 10 (Figuras 1.3.10) las condiciones son muy similares al del mes anterior, donde también se
observa temperaturas altas en superficie y una estructura salina mas amplia en la seccién. Los nucleos de
fluorescencia se observan en la region del Biobio con mayor intensidad que en crucero anterior.

Para el crucero 11 (Figuras 1.3.11), la estructura de la columna de agua en la seccion, se observa con
concentraciones salinas mas marcadas superiores a los 34 UPS y temperaturas mas frias bajo los 20 metros,
esta estructura termohalina se observa hasta casi los 42°S donde se profundiza.

Para el crucero 12 (Figuras 1.3.12) las temperaturas en superficie son mal altas, por lo que la termoclina es
mas somera para la region del Biobio, al sur de esta, se observa una profundizacién de la clina pero con una
marcada columna de agua mas fria hasta los 44°S. Los nucleos de fluorescencia se destacan entre la region
de Biobio a Los Rios, con concentraciones de hasta 20 mg/m3, para el sur de la seccion los valores son
menores cercanos a cero.

Recoleccion de muestras y analisis para nutrientes

Caracterizacion de nitrito, nitrato, fosfato y silicatos, desde el Crucero 1 al 12 de la Etapa lll 2020 (Tablas
1.21,1.22,1.2.3y1.2.4).

Nitrito

Se describen las concentraciones de nitrito para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 1 al 12 de la Etapa Ill 2020. (Figuras 1.3.13, 1.3.14,1.3.15y 1.3.16)

Regidon del Biobio

Las concentraciones de nitrito para la regién durante el crucero 1, oscilaron entre 0.13 uM a 0.25 uM con un
maximo en la estacion ubicada en Coliumo a 0-10m, el promedio para la region fue de 0.15 uM. Para el
crucero 2 el rango fue entre 0.05 uM a 0.65 uM, donde la concentracién mas baja se ubicd en la estacion de
Llico a 2 millas, el promedio de la region fue de 0.25 uM. En el crucero 3-2020, se registraron valores entre
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0.18 uM a 0.34 uM, donde la concentracion de nitrito mas alta fue en Tubul a las 5 millas de costa, el promedio
de la region fue de 0.26 uM. Las concentraciones de nitrito para la region durante el crucero 4, oscilaron
entre 0.16 uM a 0.29 uM con un méaximo en la estacion ubicada en Llico 2 millas a 0-10m, el promedio para
la region fue de 0.22 uM. En el crucero 5, se registraron valores entre 0.18 uM a 0.34 uM, donde la
concentracion de nitrito mas alta fue en Tubul a las 4 millas de costa, y la mas baja en la estacion de Colcura
1 milla, el promedio de la regién fue de 0.32 uM. En el crucero 6 tuvo como promedio 0.45 uM y las
concentraciones mas altas fueron en Tubul 1 milla de 0.57 uM y las mas bajas en Llico a las 5 millas de 0.34
uM, En el crucero 7, se registraron valores entre 0.14 uM a 1.64 uM, donde la concentracion de nitrito méas
baja fue en Coliumo 10 millas de costa, el promedio de la region fue de 0.59 uM. Las concentraciones de
nitrito para la regidn durante el crucero 8, oscilaron entre 0.10 uM a 1.24 uM con un maximo en la estacion
ubicada en Bahia Coliumo 5 millas a 0-10m, el promedio para la regién fue de 0.38 uM. Para la regién durante
el crucero 9, oscilaron entre 0.04 uM a 0.90 uM con un maximo en la estacién ubicada en Bahia Coliumo 4
millas 0-10m, el promedio para la regién fue de 0.31 uM. . En el crucero 10, se registraron valores entre 0.06
uM a 1.77 uM, donde la concentracion de nitrito mas alta fue en Bahia Colcura 3 millas de costa, y la mas
baja en la estacion de Bahia Llico 5 milla, el promedio de la region fue de 0.76 uM. En el crucero 11 tuvo
como promedio 0.29 uM y las concentraciones mas altas fueron en Bahia Tubul 1 milla de 0.55 uM y las mas
bajas en Bahia Coliumo 1 millas de 0.12 uM, En el crucero 12, se registraron valores entre 0.04 uM a 1.31
uM, donde la concentracién de nitrito mas baja fue en Bahia Tubul 4 millas de costa, el promedio de la region
fue de 0.74 uM.

Region La Araucania

En el crucero 1, se registraron valores entre 0.17 uM a 0.49 uM, donde la concentracion de nitrito mas alta
fue en Puerto Saavedra a las 2 millas de costa, el promedio de la regién fue de 0.27 uM. Para el crucero 2,
el rango de concentraciones de nitrito fue 0.15 uM a 0.36 uM y el promedio para la regién fue de 0.21 uM.
En el crucero 3, se registraron valores entre 0.09 uM a 0.28 uM, donde la concentracion de nitrito mas alta
fue en Nehuentué a las 2 millas de costa, el promedio de la regién fue de 0.16 uM. Para el crucero 4 el
promedio de la region fue de 0.75 uM, donde las concentraciones altas se registraron en la estacion de
Nehuentué 2. Para el crucero 5, el rango fue entre 0.09 uM a 1.02 uM, el promedio de la region para el
crucero 5 fue de 0.43 uM. Las concentraciones de nitrito para el crucero 6, oscilaron entre 0.10 uM a 0.56
uM con un maximo en la estacién ubicada en Puerto Saavedra 2 millas a la profundidad integrada de estrato
0-10m, el promedio para la region fue de 0.30 uM. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de nitrito
fue 0.13. uM a 0.31 uM y el promedio para la regién fue de 0.24 uM. En el crucero 8, se registraron valores
entre 0.34 uM a 0.53 uM, donde la concentracidn de nitrito mas alta fue en Queule 10 millas de costa, el
promedio de la region fue de 0.41 uM. Para el crucero 9 el promedio de la regién fue de 0.31 uM, donde las
concentraciones altas se registraron en la estacién de Nehuentué 10. Para el crucero 10, el rango fue entre
0.16 uM a 0.47 uM, el promedio de la regién para el crucero fue de 0.39 uM. Las concentraciones de nitrito
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para el crucero 11, oscilaron entre 0.16 uM a 0.69 uM con un maximo en la estacioén ubicada en Puerto
Saavedra 2 millas a la profundidad integrada de estrato 0-10m, el promedio para la region fue de 0.32 uM.
Para el crucero 12, el rango de concentraciones de nitrito fue 0.08. uM a 0.76 uM y el promedio para la region
fue de 0.32 uM.

Region Los Rios

En el mes de enero 2020 correspondiente al crucero 1 de la etapa lll, se registraron valores entre 0.14 uM a
0.0.22 uM, donde la concentracion de nitrito mas alta fue en Niebla a las 2 millas de costa, el promedio de la
region fue de 0.17 uM. Para el mes de febrero, crucero 2, el rango fue entre 0.14 uM a 0.24 uM, donde la
concentracién mas baja se ubico en la estacién de Queule a las 2 millas, el promedio de la regién para
febrero fue de 0.17 uM. En el crucero 3, se registraron valores entre 0,04 uM a 0.18 uM, donde la
concentracion de nitrito mas alta fue en Mehuin a las 2 millas de costa, el promedio de la regién fue de 0.05
uM. Para el crucero 4 el promedio de las concentraciones de nitrito fue de 0.54 uM, donde los valores mas
altos fueron registrados en Mehuin a las 10 millas y los menores en Niebla a las 5 millas. En el crucero 5
tuvo como promedio 0.91 uM y las concentraciones mas altas fueron en Chaihuin 5 millas de 1.14 uM y las
mas baja en Mehuin 5 millas de 0.45 uM. Para el Crucero 6 las concentraciones oscilaron entre 0.27 uM a
0.53 uM, donde los valores mas bajos se registraron en la estacion de Niebla 10 millas y las mas altas en
Rio Bueno 2 millas. . En el crucero 7, se registraron valores entre 0.11 uM a 1.69 uM, donde la concentracion
de nitrito mas alta fue en Chaihuin 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 0.62 uM. Para el crucero
8 el promedio de las concentraciones de nitrito fue de 0.31 uM, donde los valores mas altos fueron registrados
en Chaihuin 10 millas y los menores en Chaihuin 2 millas. En el crucero 9 tuvo como promedio 0.31 uMy las
concentraciones mas altas fueron en Rio Bueno 10 millas de 1.19 uM y las mas baja en Rio Bueno 2 millas
de 0.02 uM. Para el Crucero 10 las concentraciones oscilaron entre 0.24 uM a 0.71 uM, donde los valores
mas bajos se registraron en la estacién de Rio Bueno 5 millas y las mas altas en Mehuin 2 millas. Para el
crucero 11, el rango de concentraciones de nitrito fue 0.24. uM a 0.71 uM y el promedio para la region fue de
0.44 uM. . Para el crucero 12, el rango de concentraciones de nitrito fue 0.04 uM a 0.51 uM y el promedio
para la region fue de 0.17 uM.

Region Los Lagos

Las concentraciones de nitrito para el crucero 1, oscilaron entre 0.13 uM a 0.22 uM con un maximo en la
estacion ubicada en Carelmapu a las 2 millas, el promedio para la regién fue de 0.13 uM. Para el crucero 2
el rango fue entre 0.01 uM a 0.22 uM, donde la concentracion mas baja se ubico en la estacion de Mar Brava
en las 2 millas, el promedio de la region fue de 0.14 uM. En el crucero 3, se registraron valores entre 0.13
uM a 0.23 uM, donde la concentracidn de nitrito mas alta fue en Playa Brava a las 5 millas de costa, el
promedio de la region fue de 0.17 uM. Para el crucero 4 el promedio de la regién fue de 0.19 uM, donde las

concentraciones altas se registraron en la estacion de Caleta Zorra 2 millas. Para el crucero 5, el rango fue
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entre 0.49 uM a 0.89 uM, el promedio de la region para el crucero 5 fue de 0.67 uM. Las menores
concentraciones se registraron en Estaquilla 2 millas de 0.37 uM y las altas con una concentracion de 1.43
uM en Playa brava 2 millas. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de nitrito fue 0.05 uM a 0.31 uM
y el promedio para la regién fue de 0.19 uM. . Para el crucero 8, el rango de concentraciones de nitrito fue
0.30 uM a 0.49 uMy el promedio para la region fue de 0.42 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 0.03 uM
a 2.08 uM, donde la concentracion mas baja se ubico en la estacion de Cucao 10 millas, el promedio de la
region fue de 0.27 uM. En el crucero 10, se registraron valores entre 0.01 uM a 0.56 uM, donde la
concentracion de nitrito mas alta fue en Faro Corona 10 millas de costa, el promedio de la regién fue de 0.35
uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones de nitrito fue 0.03 uM a 0.41 uM y el promedio para la
region fue de 0.12 uM. . Para el crucero 12, el rango de concentraciones de nitrito fue 0.09 uM a 0.40 uM y
el promedio para la regién fue de 0.20 uM.

Region de Aysén

En el crucero 1 del mes de enero 2020, se registraron valores entre 0.15 uM a las 2 millas y 0.19 uM a las
10 millas en el Canal Tuamapu, La informacion de los cruceros restantes aun esta en analisis.

Nitrato

Se describen las concentraciones de nitrato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante los
cruceros 1 al 6 de la Etapa Ill 2020. (Figuras 1.3.17,1.3.18, 1.3.19 y 1.3.20)

Region del Biobio

Las concentraciones de nitrato para la region de enero 2020, oscilaron entre 0.08 uM a 21.87 uM con un
maximo en la estacién ubicada en Bahia Coliumo a las 4 millas a 0-10m, el promedio para la region fue de
7.33 uM. Para el crucero 2, el rango fue entre 0.09 uM a 14.56 uM, el promedio de la region para diciembre
fue de 3.93 uM. En el crucero 3, se registraron valores entre 3.86 uM a 10.91uM, el promedio de la regién
fue de 7.14 uM. Para el crucero 4 el promedio de las concentraciones de nitrato fue de 12.61 uM, donde los
valores mas altos fueron registrados en Tubul a las 10 millas y los menores en Bahia Coliumo a las 10 millas.
En el crucero 5 tuvo como promedio 21.58 uM y las concentraciones altas fueron en Tubul de 29.05 uM y las
bajas en Llico a las 10 millas de 14.73 uM. Para el Crucero 6 las concentraciones oscilaron entre 8.23 uM a
19.19 uM, donde los valores mas bajos se registraron en la estacién de Bahia Coliumo 10 millas y las mas
altas en Bahia Colcura a la milla de costa. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de nitrato fue 2.81
uMa 26.21 uMy el promedio para la region fue de 12.36 uM. . Para el crucero 8, el rango de concentraciones
de nitrato fue 0.40 uM a 26.50 uM y el promedio para la regién fue de 6.92 uM. Para el crucero 9 el rango
fue entre 1.13 uM a 28.49 uM, donde la concentracion mas baja se ubico en la estacion de Bahia Colcura 10
millas, el promedio de la regién fue de 11.98 uM. En el crucero 10, se registraron valores entre 0.53 uM a
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25.58 uM, donde la concentracion de nitratomas alta fue en Bahia Coliumo 1 millas de costa, el promedio de
la region fue de 0.35 uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones de nitrato fue 0.36 uM a 29.84 uM
y el promedio para la region fue de 7.41 uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones de nitrato fue
2.10uM a 9.97 uMy el promedio para la regién fue de 6.03 uM.

Regidn La Araucania

En el crucero 1, se registraron valores entre 1.53 uM a 10.93 uM, donde la concentracion de nitrato mas alta
fue en Queule a las 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 5.35 uM. Para el crucero 2, el rango
de concentraciones de nitrato fue entre 2.88 uM a 6.65 uM y el promedio para la region fue de 4.78 uM. En
el crucero 3, se registraron valores entre 0.41 uM a 10.35 uM, donde la concentracién de nitrato mas alta fue
en Queule a las 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 3.53 uM. Para el crucero 4 el promedio de
la regién fue de 11.82 uM, donde las concentraciones altas se registraron en la estacion de Puerto Saavedra
2. Para el crucero 5, el rango fue entre 11.63 uM a 34.58 uM, el promedio de la region para el crucero 5 fue
de 16.80 uM. Las concentraciones de nitrato para el crucero 6, oscilaron entre 3.26 uM a 10.59 uM con un
maximo en la estacién ubicada en Nehuentue 10 millas y estrato 0-10m, el promedio para la region fue de
7.08 uM. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de nitrato fue 0.25 uM a 3.40 uM y el promedio para
la region fue de 1.62 uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de nitrato fue 4.34 uM a 20.68 uM
y el promedio para la region fue de 10.93 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 1.67 uM a 13.01 uM, donde
la concentracién mas baja se ubico en la estaciéon de Puerto Saavedra 2 millas, el promedio de la region fue
de 8.61uM. En el crucero 10, se registraron valores entre 8.16 uM a 20.80 uM, donde la concentracion de
nitrato mas alta fue en Puerto Saavedra 10 millas de costa, el promedio de la region fue de 13.42 uM. Para
el crucero 11, el rango de concentraciones de nitrato fue 3.20 uM a 18.53 uM y el promedio para la regién
fue de 9.67 uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones de nitrato fue 5.08 uM a 27.91 uM y el
promedio para la region fue de 16.39 uM.

Region Los Rios

En el crucero 1, se registraron valores entre 10.39 uM a 27.20 uM, el promedio de la regién fue de 19.82 uM.
Para el crucero 2 el rango fue entre 0.17 uM a 25.53 uM, donde la concentracién mas baja se ubico en la
estacion de Rio Bueno a las 10 millas, el promedio de la regién para el crucero 2 fue de 12.44 uM. En el
crucero 3, se registraron valores entre 0.13 uM a 18.46 uM, donde la concentracién de nitrato mas alta fue
en bahia Mansa a las 10 millas de costa, el promedio de la region fue de 7.90 uM. Para el crucero 4 el
promedio de la region fue de 8.28 uM, donde las concentraciones altas se registraron en la estacion de
Mehuin 5 millas. Para el crucero 5, el rango fue entre 7.00 uM a 22.32 uM, el promedio de la regién para el
crucero 5 fue de 13.33 uM. Las concentraciones de nitrato para el crucero 6, oscilaron entre 5.23 uM a 17.94
uM con un méximo en la estacion ubicada en Niebla 2 millas del estrato 0-10m, el promedio para la region

fue de 4.72 uM. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de nitrato fue 0.53 uM a 6.88 uM y el promedio
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para la region fue de 3.09 uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de nitrato fue 1.05 uM a 23.81
uM 'y el promedio para la region fue de 11.45 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 3.29 uM a 26.91 uM,
donde la concentracion més baja se ubicd en la estacion de Rio Bueno 2 millas, el promedio de la region fue
de 11.98 uM. En el crucero 10, se registraron valores entre 12.32 uM a 34.72 uM, donde la concentracion de
nitrato mas alta fue en Chaihuin 2 millas de costa, el promedio de la regién fue de 22.17 uM. Para el crucero
11, el rango de concentraciones de nitrato fue 3.08 uM a 39.99 uM y el promedio para la region fue de 23.57
uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones de nitrato fue 11.59 uM a 36.27 uM y el promedio para
la region fue de 25.45 uM.

Region Los Lagos

Las concentraciones de nitrato para la region en enero 2020, crucero 1, oscilaron entre 3.96 uM a 29.74 uM,
el promedio para la regién fue de 15.89 uM. Para el crucero 2 rango fue entre 0.06 uM a 15.77 uM, el
promedio de la region para febrero fue de 4.54 uM. En el crucero 3, se registraron valores entre 0.04 uM a
17.08 uM, el promedio de la region fue de 7.71 uM. Para el crucero 4 el promedio de las concentraciones de
nitrato fue de 9.24 uM, donde los valores mas altos fueron registrados en Carelmapu a las 2 millas y los
menores en Playa brava a las 10 millas. En el crucero 5 tuvo como promedio 11.42 uM y las concentraciones
mas altas fueron en Cucao 10 millas con un valor de 73.24 uMy las mas baja en Estaquilla 5 millas de 6.09
uM. Para el Crucero 6 las concentraciones oscilaron entre 6.27 uM a 18.39 uM, donde los valores mas bajos
se registraron en la estacién de Mar Brava 10 millas y las mas altas en Faro Corona 5 millas. Para el crucero
7, el rango de concentraciones de nitrato fue 2.18 uM a 18.88 uM y el promedio para la regién fue de 9.57
uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de nitrato fue 3.12 uM a 23.94 uM y el promedio para la
region fue de 11.36 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 0.39 uM a 26.14 uM, donde la concentracién
mas baja se ubicé en la estacién de Chepu 5 millas, el promedio de la region fue de 10.89 uM. En el crucero
10, se registraron valores entre 0.84 uM a 35.93 uM, donde la concentracion de nitrato mas alta fue en Mar
Brava 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 22.17 uM. Para el crucero 11, el rango de
concentraciones de nitrato fue 4.57 uM a 27.61 uM y el promedio para la region fue de 14.18 uM. Para el
crucero 12, el rango de concentraciones de nitrato fue 4.31 uM a 29.18 uM y el promedio para la regién fue
de 16.22 uM.

Region de Aysén

En el mes de enero, crucero 1, se registraron valores de nitrato entre 8.88 uM a las 5 millas y 13.49 uM a las
2 millas en el Canal Tuamapu, La informacién de los cruceros restantes aun esta en analisis.

Fosfato
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Se describen las concentraciones de fosfato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante
los cruceros 1 al 12 de la Etapa Il 2020. (Figuras 1.3.21,1.3.22, 1.3.23 y 1.3.24).

Regidon del Biobio

Las concentraciones de fosfato para la regién de enero 2020, crucero 1, oscilaron entre 0.93 uM a 3.45 uM
con un maximo en la estacion ubicada en Coliumo a la milla y estrato 0-10m, el promedio para la region fue
de 1.83 uM. Para el mes de febrero, segundo crucero, el rango fue entre 0.14 uM a 4.67 uM, el promedio de
la region fue de 1.75 uM. En el mes de marzo, se registraron valores entre 1.63 uM a 4.84 uM, donde la
concentracion de fosfato mas alta fue en Bahia Coliumo a las 4 milla de costa, el promedio de la region fue
de 3.68 uM. Para el crucero 4 el promedio de la region fue de 3.56 uM, donde las concentraciones altas se
registraron en la estacion de Coliumo a las 10 millas. Para el crucero 5, el rango fue entre 1.65 uM a 2.19
uM, el promedio de la region para el crucero 5 fue de 1.90 uM. Las concentraciones de fosfato para el crucero
6, oscilaron entre 0.34 uM a 0.57 uM con un méximo en la estacion ubicada en Coliumo a la milla y estrato
0-10m, el promedio para la regién fue de 0.45 uM. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de fosfato
fue 0.12 uM a 2.65 uM y el promedio para la regién fue de 1.17 uM. Para el crucero 8, el rango de
concentraciones de fosfato fue 0.03 uM a 1.85 uM y el promedio para la regién fue de 0.63 uM. Para el
crucero 9 el rango fue entre 0.78 uM a 3.42 uM, donde la concentracion mas baja se ubico en la estacién de
Bahia Coliumo 5 millas, el promedio de la regién fue de 1.78 uM. En el crucero 10, se registraron valores
entre 0.43 uM a 2.46 uM, donde la concentracion de fosfato mas alta fue en Bahia Coliumo 4 millas de costa,
el promedio de la region fue de 1.23 uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.36
uM a 3.20 uM y el promedio para la region fue de 1.39 uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones
de fosfato fue 0.34 uM a 1.91 uMy el promedio para la region fue de 0.89 uM.

Region La Araucania

En el crucero 1, se registraron valores entre 0.27 uM a 2.43 uM, el promedio de la region fue de 1.19 uM.
Para el mes de febrero 2020, el rango de concentraciones de fosfato fue entre 0.68 uM a 2.66 uM vy el
promedio para la region fue de 1.33 uM. En el mes marzo, crucero 3, se registraron valores entre 0.01 uM a
3.03 uM, donde la concentracion de fosfato mas alta fue en Nehuentué a las 2 millas de costa, el promedio
de la region fue de 0.76 uM. Para el crucero 4, las concentraciones oscilaron entre 0.39 uMy 1.42 uM, donde
los valores bajos se registraron en la estacion de Puerto Saavedra 10 millas y los valores altos en la estacion
de Queule 2 millas, el promedio para la region fue de 0.86 uM. En el crucero 5 el promedio de la regién fue
de 1.22 uM, donde las menores concentraciones se registraron en la estacién de Puerto Saavedra 5 millas
y las concentraciones altas en la estacion de Puerto Saavedra 2 millas. Para el crucero 6 las menores
concentraciones se registraron en las estaciones de Queule 5 millas a 0.10 uM y las concentraciones altas
en la estacién de Queule 2 millas a 1.10 uM. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de fosfato fue

0.05uMa0.18 uMYy el promedio para la regién fue de 0.09 uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones
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de fosfato fue 0.29 uM a 1.78 uM y el promedio para la region fue de 0.81 uM. Para el crucero 9 el rango fue
entre 0.24 uM a 1.57 uM, donde la concentracién mas baja se ubico en la estacién Queule 10, el promedio
de la region fue de 0.82 uM. En el crucero 10, se registraron valores entre 0.58 uM a 1.56 uM, donde la
concentracion de fosfato mas alta fue en Queule 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 1.06 uM.
Para el crucero 11, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.62 uM a 1.88 uM y el promedio para la
region fue de 1.17 uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.74 uM a 2.39 uM y
el promedio para la regién fue de 1.47 uM.

Region Los Rios

En el crucero 1, se registraron valores entre 0.67 uM a 3.77 uM, donde la concentracion de fosfato mas alta
fue en Mehuin a las 2 millas de costa, el promedio de la regién fue de 1.95 uM. Para el crucero 2 el rango
fue entre 0.39 uM a 3.62 uM, el promedio de la regién para febrero fue de 1.83 uM. En el crucero 3, se
registraron valores entre 0.01 uM a 2.48 uM, donde la concentracion de fosfato mas alta fue en Bahia Mansa
a las 10 millas de costa, el promedio de la region fue de 0.90 uM. Las concentraciones de fosfato para la
region en el crucero 4, oscilaron entre 0.54 uM a 4.03 uM con un maximo en la estacion ubicada en Rio
Bueno 5 millas, el promedio para la region fue de 1.20 uM. Para el crucero 5 el rango fue entre 0.34 uM a
1.70 uM, el promedio de la regién fue de 1.18 uM. En el crucero 6, se registraron valores entre 0.34 uM a
1.42 uM, donde la concentracion de fosfato mas alta fue en Rio Bueno 2 millas de costa, el promedio de la
region fue de 0.90 uM. Para el crucero 7, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.01 uM a 0.63 uMy el
promedio para la regién fue de 0.23 uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.17
uMa 1.91 uMy el promedio para la region fue de 0.80 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 0.31 uM a
1.99 uM, donde la concentracién mas baja se ubico en la estacién Chaihuin 10, el promedio de la regién fue
de 0.99 uM. En el crucero 10, se registraron valores entre 0.89 uM a 2.72 uM, donde la concentracion de
fosfato mas alta fue en Chaihuin 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 1.06 uM. Para el crucero
11, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.73 uM a 3.91 uM y el promedio para la region fue de 1.78
uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.77 uM a 2.96 uM y el promedio para la
region fue de 2.00 uM.

Region Los Lagos

Las concentraciones de fosfato para la region en enero, oscilaron entre 0.29 uM a 3.10 uM con un maximo
en la estacién ubicada en Chepu a las 2 millas, el promedio para la regién fue de 1.28 uM. Para el crucero
2, el rango fue entre 0.03 uM a 1.54 uM, el promedio de la region fue de 0.55 uM. En el mes de marzo,
crucero 3, se registraron valores entre 0.07 uM a 2.57 uM, donde la concentracién de fosfato alta fue en
Chepu a las 10 millas de costa, el promedio de la region fue de 1.53 uM. Para el crucero 4, las
concentraciones oscilaron entre 0.15 uM y 2.15 uM, donde los valores bajos se registraron en la estacién de

Cucao 10 millas y los valores altos en la estaciéon de Carelmapu 2 millas, el promedio para la region fue de
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1.08 uM. En el crucero 5 el promedio de la region fue de 0.76 uM, donde las menores concentraciones se
registraron en la estacion de Faro Corona 10 millas y las concentraciones altas en la estacion de Carelmapu
10 millas. Para el crucero 6 las menores concentraciones se registraron en las estaciones de Estaquilla 2
millas a 0.37 uM y las concentraciones altas en la estacion de Playa Brava 2 millas a 1.10 uM. Para el crucero
7, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.14 uM a 1.35 uM y el promedio para la region fue de 0.71
uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de fosfato fue 0.14 uM a 1.26 uM y el promedio para la
region fue de 0.51 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 0.39 uM a 2.19 uM, donde la concentracién méas
baja se ubico en la estacion Chepu 5, el promedio de la regién fue de 1.03 uM. En el crucero 10, se registraron
valores entre 0.61 uM a 2.49 uM, donde la concentracion de fosfato mas alta fue en Carelmapu 10 millas de
costa, el promedio de la regién fue de 1.52 uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones de fosfato
fue 0.23 uM a 1.66 uM y el promedio para la region fue de 0.89 uM. Para el crucero 12, el rango de
concentraciones de fosfato fue 0.38 uM a 2.25 uM y el promedio para la region fue de 1.34 uM.

Region de Aysén

En el mes de enero, se registraron valores de fosfato entre 0.67 uM a las 2 millas y 1.44 uM a las 5 millas en
el Canal Tuamapu. La informacién de los cruceros restantes aun esta en analisis.

Silicato

Se describen las concentraciones de silicato para las 5 regiones de muestreo en el estrato 0-10m durante
los cruceros 1 al 12 de la Etapa lll 2020. (Figuras 1.3.25, 1.3.26, 1.3.27 y 1.3.28).

Region del Biobio

Las concentraciones de silicato para el crucero 1 fueron bajas para la region, sélo la estacion de Bahia
Coliumo a la milla presenté una concentracion de 0.77 uM, para el resto de las estaciones en la region del
Biobio los valores estuvieron bajo el limite de deteccion (BLD). Para el Crucero 2, el rango de
concentraciones de silicato fue entre 1.46 uM a 45.19 uM y el promedio para la region fue de 21.99 uM, Para
el crucero 3, las concentraciones registraron valores no detectables, bajo el limite de deteccion (BLD). Para
el crucero 4, las concentraciones oscilaron entre 1.58 uM y 41.76 uM, donde los valores bajos se registraron
en la estacion de tubul a las 5 millas y los valores altos en la estacién de Colcura 1 milla, el promedio para la
region fue de 23.41 uM. En el crucero 5 el promedio de la region fue de 41.27 uM, donde las menores
concentraciones se registraron en la estacion de Coliumo a las 10 millas y las concentraciones altas en la
estacion de Tubul 4 millas. Para el crucero 6 las menores concentraciones se registraron en las estaciones
de Coliumo a las 10 millas y las concentraciones altas en la estacion de Tubul 1 milla. Para el crucero 7, el
rango de concentraciones fue 3.86 uM a 35.50 uM y el promedio para la region fue de 14.98 uM. Para el
crucero 8, el rango de concentraciones fue 0.33 uM a 32.90 uM y el promedio para la regién fue de 13.02
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uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 1.20 uM a 25.93 uM, donde la concentracion més baja se ubicé en
la estacion Bahia Colcura 5, el promedio de la region fue de 11.57 uM. En el crucero 10, se registraron
valores entre 0.05 uM a 39.48 uM, donde la concentracion mas alta fue en Bahia Coliumo 4 millas de costa,
el promedio de la region fue de 12.19 uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones fue 0.37 uM a
32.33 uM'y el promedio para la region fue de 10.04 uM. Para el crucero 12, el rango de concentraciones de
silicato fue 0.82 uM a 26.20 uMy el promedio para la region fue de 10.49 uM.

Region La Araucania

En el crucero 1, se registraron valores 0.40 uM a 10.22 uM, el promedio de la region fue de 5.16 uM. Para el
crucero 2, el rango de concentraciones de silicato fue entre 0.42 uM a 11.58 uM y el promedio para la region
fue de 4.92 uM., Para el crucero 3, las concentraciones registraron valores no detectables, bajo el limite de
deteccion (BLD). Para el crucero 4 las menores concentraciones se registraron en la estacion de Nehuentue
10 millas de 0.58 uM y las concentraciones altas en la estacion de Queule 2 milla, 15.26 uM. En el crucero
5, se registraron valores entre 0.05 uM 14.36 uM, el promedio de la region fue de 9.22 uM. Las
concentraciones de silicato para la region en el crucero 6, oscilaron entre 6.41 uM a 32.27 uM con un maximo
en la estacién ubicada en Nehuentue 5 millas, el promedio para la region fue de 17.47 uM. Para el crucero
7, el rango de concentraciones de silicato fue 0.68 uM a 5.34 uM y el promedio para la region fue de 2.62
uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de silicato fue 2.55 uM a 20.79 uM y el promedio para la
region fue de 6.98 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 1.26 uM a 11.15 uM, donde la concentracién mas
baja se ubicé en la estacién Nehuentué 2, el promedio de la regién fue de 5.71 uM. En el crucero 10, se
registraron valores entre 1.83 uM a 14.06 uM, donde la concentracién de silicato mas alta fue en Queule 5
millas de costa, el promedio de la regién fue de 9.05 uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones de
silicato fue 1.88 uM a 4.66 uM y el promedio para la region fue de 3.17 uM. Para el crucero 12, el rango de
concentraciones de silicato fue 2.30 uM a 15.05 uM y el promedio para la regién fue de 9.08 uM.

Region Los Rios

En el crucero 1, se registraron valores entre 2.45 uM a 17.91 uM, donde la concentracion de silicato mas alta
fue en Niebla a las 2 millas de costa, el promedio de la region fue de 8.58 uM. Para el crucero 2 el rango fue
entre 1.55 uM a 22.32 uM, donde la concentracion mas baja se ubico en la estacion de Niebla a las 2 millas,
el promedio fue de 7.99 uM. En el crucero 3, se registraron valores entre 2.56 uM a 11.10 uM, el promedio
de la regién fue de 6.91 uM. Para el crucero 4, las concentraciones oscilaron entre 4.14 uM y 57.29 uM,
donde los valores bajos se registraron en la estacidn de Niebla a las 10 millas y los valores altos en la estacion
de Chaihuin 2 millas, el promedio para la region fue de 26.44 uM. En el crucero 5 el promedio de la region
fue de 25.47 uM, donde las menores concentraciones se registraron en la estacion de Chaihuin 10 millas y
las concentraciones altas en la estacion de Rio Bueno 2 millas con un valor de 50.38 uM. Para el crucero 7,

el rango de concentraciones de silicato fue 0.03 uM a 29.14 uM y el promedio para la regién fue de 9.37 uM.
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Para el crucero 8, el rango de concentraciones de silicato fue 0.35 uM a 25.35 uM y el promedio para la
region fue de 9.00 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 5.03 uM a 22.14 uM, donde la concentracion mas
baja se ubico en la estacion Chaihuin 10, el promedio de la region fue de 1.03 uM. En el crucero 10, se
registraron valores entre 4.39 uM a 26.90 uM, donde la concentracion de silicato mas alta fue en Niebla 5
millas de costa, el promedio de la region fue de 13.82 uM. Para el crucero 11, el rango de concentraciones
de silicato fue 4.33 uM a 31.34 uM y el promedio para la region fue de 13.27 uM. Para el crucero 12, el rango
de concentraciones de silicato fue 1.21 uM a 18.59 uM y el promedio para la regién fue de 11.83 uM.

Region Los Lagos

Las concentraciones de silicato para la region en enero, oscilaron entre 0.37 uM a 11.57 uM con un maximo
en la estacion ubicada en Chepu a las 2 millas, el promedio para la regién fue de 2.82 uM. para el crucero 2
fueron bajas para la regién, sélo la estacion de Carelmapu 2 millas presento una concentracion de 0.27 uM,
para el resto de las estaciones en la region de Los Lagos, las concentraciones registraron valores no
detectables, bajo el limite de deteccion (BLD). En crucero 3 se registraron valores entre 2.41 uM 10.88 uM,
el promedio de la region fue de 7.03 uM. Para el crucero 4 el promedio de las concentraciones de silicato fue
de 4.84 uM, donde los valores mas altos fueron registrados en Cucao a las 2 millas y los menores en Playa
brava a las 5 millas. En el crucero 5 tuvo como promedio 8.24 uM y las concentraciones altas fueron en Playa
Brava 5 millas con un valor de 15.73 uM y las més baja en Caleta Zorra 5 millas de 1.07 uM. Para el crucero
7, el rango de concentraciones de silicato fue 1.03 uM a 11.42 uM y el promedio para la region fue de 6.14
uM. Para el crucero 8, el rango de concentraciones de silicato fue 0.13 uM a 13.35 uM y el promedio para la
region fue de 6.63 uM. Para el crucero 9 el rango fue entre 0.07 uM a 14.90 uM, donde la concentracién mas
baja se ubico en la estacién Cucao 10, el promedio de la regién fue de 5.57 uM. En el crucero 10, se
registraron valores entre 1.12 uM a 20.47 uM, donde la concentracion de silicato mas alta fue en Bahia
Mansa 2 millas de costa, el promedio de la regién fue de 9.42 uM. Para el crucero 11, el rango de
concentraciones de silicato fue 0.67 uM a 20.24 uM y el promedio para la region fue de 7.67 uM. Para el
crucero 12, el rango de concentraciones de silicato fue 1.17 uM a 13.31 uM y el promedio para la region fue
de 7.52 uM.

Region de Aysén

Para el mes de enero, las concentraciones registraron valores no detectables, bajo el limite de deteccion
(BLD). La informacién de los cruceros restantes aun esté en andlisis.

6.1.4 Actividad 4: Realizar los muestreos y analisis necesarios para la deteccion y cuantificacion de quistes
de dinoflagelados.
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En esta etapa se informan los resultados del analisis de un total de 115 muestras de sedimento superficial
destinadas para el estudio de quistes de dinoflagelados. Las muestras fueron obtenidas en las camparias de
invierno (cruceros 6 y 7) y primavera-verano (cruceros 11, 12 y complementario) realizadas en las regiones
del Biobio, La Araucania, Los Rios y Los Lagos (Tablas 1.4.1-1.4.8). El numero de muestras analizadas
correspondientes a la primera camparia fue 59 y en la segunda campafia 56 muestras.

Desde el punto de vista taxondmico, el andlisis del total de muestras (ambas campafias) permitié registrar
61 tipos de quistes de dinoflagelados distintos (Figs. 1.4.1-1.4.3), entre los cuales se identific especies de
quistes de los géneros Alexandrium, Protoceratium, Lingulodinium, Nematosphaeropsis, Spiniferites,
Prorocentrum, Pentapharsodinium, Scrippsiella, Gymnodinium, Gyrodinium, Trinovantedinium, Echinidinium,
Selenopemphix, Archaeperidinium, Protoperidinium, Polykrikos, Preperidinium, Dubridinium, Diplopsalopsis,
Ensiculifera y Niea. Diez tipos de quistes que por sus caracteristicas morfolégicas no fueron asignados a
alguin género de dinoflagelado y se registraron como No identificados (Tablas 1.4.1y 1.4.5).

En términos cuallitativos, el género de dinoflagelado identificado con una mayor cantidad de especies en esta
etapa correspondié a Protoperidinium con 14 especies (P. americanum, P. avellana, P. claudicans, P.
conicoides, P. conicum, P. nudum, P. denticulatum, P. excentricum, P. leonis, P. oblongum, P. pentagonum,
P. sinuosum, P. subinerme, P. thorianum), ademas de 5 miembros identificados solo a nivel de género
(Protoperidinium sp. 3, Protoperidinium sp. 4, Protoperidinium sp. 5, Protoperidinium sp. 6 y Protoperidinium
sp. 8). Los quistes registrados como Protoperidinium spp. corrrespondereron a quistes con forma esférica de
color café sin procesos ornamentales, y que al estar sin germinar, es decir sin presentar arqueopilo
(estructura por donde sale la célula germinada) que permitiera su identificacién, fue imposible agruparlos
dentro de alguna especie. Las especies que presentan este tipo de quistes y que fueron identificadas aqui
son P. avellana, P. denticulatum y P. thorianum.

En términos cuantitativos, en el area de estudio la especies mas abundante correspondio a Scrippsiella
precaria (Total ambas campafias: 20807 quistes), presentandose especialmente abundante en sedimentos
de la regién del Biobio (Total: 20696 quistes; 99,4%) (Tablas 1.4.1 y 1.4.5). Otras especies que también
presentaron las mas altas abundancias en esta etapa fueron Protoperidinium conicum (8022 quistes),
Protoperidinium americanum (6448 quistes), Protoperidinium excentricum (5744 quistes), Preperidinium
meunieri (4961) y Protoperidinium leonis (4797), las cuales junto con S. precaria representaron el 62,5% de
la abundancia total cuantificada en esta etapa (Tablas 1.4.1 y 1.4.5).

Campafia de Invierno

El muestreo de invierno se realizé entre los meses de agosto y principio de septiembre recolectando un total
de 59 muestras. Las abundancias totales por estacidn variaron entre 4 y 5387 quistes x cm-3 de sedimento
(Tablas 1.4.1-1.4.4; Fig. 1.4.4), con un promedio (£ D.S.) de 607 + 1376 quistes x cm- de sedimento
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humedo (sh). Al comparar las abundancias promedio de cada region, la abundancia mas alta correspondio
a la del Biobio (2135 + 2123 quistes x cm3 sh), seguida por Los Lagos (243 + 406 quistes x cm- sh), Los
Rios (191 £ 225 quistes x cm3 sh) y La Araucania (93 £ 181 quistes x cm3 sh). En la regién del Biobio las
abundancias variaron entre 28 y 5387 quistes x cm-3 sh, con el registro mas alto en la estacion Bahia Colcura
5 millas (5387 quistes x cm3 sh) y la més baja en Bahia Llico 5 millas (28 quistes x cm3 sh) (Fig. 1.4.5). En
La Araucania las abundancias variaron entre 8 y 501 quistes x cm3 sh, con el registro mas alto en la estacién
Nehuentué 10 millas (501 quistes x cm3 sh) y la mas baja en Nehuentué 2 millas (8 quistes x cm3 sh) (Fig.
1.4.6). En Los Rios las abundancias variaron entre 9 y 702 quistes x cm- sh, siendo Chaihuin 10 millas (702
quistes x cm3 sh) la estacion con el registro mas alto y Mehuin 10 millas (9 quistes x cm-3 sh) con el mas
bajo (Fig. 1.4.7). Finalmente, en Los Lagos las abundancias variaron entre 0 y 1585 quistes x cm-3 sh, con
el registro mas alto en la estacién Cucao 10 millas (1585 quistes x ¢cm-3 sh) y la nula presencia en Faro
Corona 2 millas (0 quistes x cm-3 sh) (Fig. 1.4.8). Cabe mencionar que Faro Corona fue la Unica estacion en
toda el area de estudio en que no fue posible detectar quistes de dinoflagelados durante esta campafia.

Especies nocivas

Durante la camparia de invierno en el area de estudio se registraron quistes de las especies productoras de
toxinas Alexandrium catenella, A. ostenfeldii y Protoceratium reticulatum (Fig.1.4.1A-D). Quistes de A.
catenella fueron registrados en las regiones de La Araucania, Los Rios y Los Lagos. En La Araucania se
registraron sus quistes en Queule 10 millas (3 quistes x cm- sh), en Los Rios en la estacion Mehuin 5 millas
(3 quistes x cm3 sh) (Fig. X), y en Los Lagos en las estaciones Estaquilla 10 millas (11 quistes x ¢cm- sh),
Playa Brava 2 y 5 millas (2 quistes x cm- sh en cada estacion), Carelmapu 10 millas (4 quistes x cm-3 sh),
Faro Corona 10 millas (17 quistes x cm- sh), Mar Brava 5 millas (3 quistes x ¢cm- sh), Chepu 10 millas (9
quistes x cm- sh), Cucao 10 millas (19 quistes x cm3 sh), Caleta Zorra 10 millas (18 quistes x cm- sh),
Asasao y Guapiquilan (8 quistes x cm3 sh en cada estacion) (Fig. 1.4.9).

Los quistes de A. ostenfeldii fueron registrados en sedimentos de las regiones del Biobio y Los Rios. En el
Biobio las estaciones positivas a la presencia de sus quistes fueron Bahia Coliumo 2 y 10 millas (54 y 18
quistes x cm3 sh cada estacion) y Bahia Colcura 10 millas (19 quistes x cm3 sh) (Fig. 1.4.10). En Los Rios
los quistes fueron registrados en estacién Mehuin 10 millas (5 quistes x cm-3 sh) (Fig. 1.4.11).

Por su parte los quistes de P. reticulatum fueron encontrados sdlo en sedimentos de Los Lagos. Las
estaciones positivas fueron Bahia Mansa 5 millas (9 quistes x cm-3 sh), Estaquilla 10 millas (11 quistes x cm-
3 sh), Cucao 10 millas (38 quistes x cm- sh), Caleta Zorra 10 millas (3 quistes x c¢cm=3 sh), Asasao y
Guaquipilan (4 quistes x cm sh en cada estacion) (Fig. 1.4.12).

Campafia de Primavera-Verano
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El segundo muestreo de sedimentos fue realizado entre los meses de diciembre y enero y se recolectd un
total de 56 muestras entre las cuatro regiones. En esta campafia las abundancias totales por estacion
variaron entre 0 y 10951 quistes x cm de sedimento (Tablas 1.4.5-1.4.8; Fig. 1.4.13), con un promedio (+
D.S.) de 718 + 1720 quistes x cm3 sh. Si comparamos las abundancias promedio por region, la mas alta
abundancia fue la del Biobio (2070 + 2943 quistes x ¢cm-3 sh), seguida por Los Lagos (271 + 348 quistes x
cm3 sh), Los Rios (239 + 321 quistes x cm3 sh) y La Araucania (45 £ 61 quistes x cm- sh). Los valores de
abundancia minimos y maximos en las estaciones de la region del Biobio variaron entre 3 y 10951 quistes x
cm3 sh, con el registro mas alto en Bahia Colcura 5 millas (10951 quistes x cm-3 sh) y el mas bajo en Bahia
Llico 5 millas (3 quistes x cm3 sh) (Fig. 1.4.14). En La Araucania los valores de abundancia variaron entre 4
y 148 quistes x cm3 sh, con el valor mas alto registrado en Queule 10 millas (148 quistes x cm- sh) y el méas
bajo en las estaciones Nehuentué 5 millas y Queule 5 millas (4 quistes x cm-3 sh en cada estacion) (Fig.
1.4.15). En la region de Los Rios las abundancias variaron entre 3 y 889 quistes x cm-3 sh, destacando con
el valor mas alto la estacion Rio Bueno 10 millas (889 quistes x cm-3 sh) y el mas bajo en la estacion Mehuin
5 millas (3 quistes x cm3 sh) (Fig. 1.4.16). En la region de Los Lagos las abundancias variaron entre 0 y 927
quistes x cm-3 sh, con el registro mas alto en Estaquilla 10 millas (927 quistes x cm-3 sh) y el mas bajo en
Faro Corona 2 millas (0 quistes x cm- sh) (Fig. 1.4.17).

Especies nocivas

En la campafa realizada entre los meses de diciembre 2020 y enero 2021 se registraron quistes de las
especies productoras de toxinas Alexandrium catenella, A. ostenfeldii y Protoceratium reticulatum
(Fig.1.4.1A-D). Los quistes de las tres especies solo se registraron en la region de Los Lagos. Las estaciones
con presencia de quistes de A. catenella fueron Estaquilla 2 y 5 millas (6 y 12 quistes x c¢m=3 sh,
respectivamente), Faro Corona 10 millas (6 quistes x cm- sh), Mar Brava 10 millas (6 quistes x cm- sh),
Chepu 5y 10 millas (3 quistes x cm-3 sh cada estacion), Cucao 10 millas (20 quistes x cm- sh), Caleta Zorra
2,5y 10 millas (4, 9y 2 quistes x cm- sh, respectivamente), y Asasao (6 quistes x cm-3 sh cada una) (Fig.
1.4.18). Los quistes de A. ostenfeldii se registraron en Estaquilla 5 millas (12 quistes x ¢cm-3 sh) y Cucao 10
millas (5 quistes x cm3 sh) (Fig. 1.4.19). Los quistes de P. reticulatum fueron encontrados sélo en sedimentos
de Los Lagos, particularmente frente a la Isla de Chiloé. Las estaciones con presencia de sus quistes fueron
Mar Brava 5y 10 millas (6 quistes x cm- sh en cada estacién), Chepu 10 millas (3 quistes x cm-3 sh), Cucao
10 millas (5 quistes x cm3 sh), Caleta Zorra 10 millas (6 quistes x cm3 sh), y Asasao (90 quistes x cm3 sh)
(Fig. 1.4.20).

Los dinoflagelados, tanto planctdnicos como bentdnicos, utilizan diversas estrategias de sobrevivencia
durante sus historias de vida, y entre ellas, una muy importante para aproximadamente el 10% de las
especies de este grupo es la formacion de los quistes de resistencia. Los quistes de resistencia de
dinoflagelados pueden sobrevivir extensos periodos de tiempo en condiciones ambientales desfavorables, y
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eventualmente germinar y entrar a la fase reproductiva planctonica de su ciclo de vida cuando las condiciones
mejoran (Dale 1983; Wall, 1971). A medida que las floraciones se desarrollan y llegan a su término, nuevos
quistes son formados, permaneciendo asi en los sedimentos hasta que nuevamente germinan y proporciona
el indculo para subsecuentes floraciones (Brosnahan et al., 2017).

En esta etapa Il de estudio, el nUmero de muestras obtenidas entre ambas campafias (invierno y primavera-
verano) destinadas a la deteccidn y cuantificacion de quistes de dinoflagelados, aumenté respecto a la de
las dos etapas pasadas. En una primera ocasién (etapa I) se realizd el estudio en base al andlisis de 26
muestras de sedimento, registrandose un total de 30 tipos de quistes distintos, mientras que en la etapa Il
se estudio la presencia de quistes en 82 muestras, obteniendo 64 tipos de quistes distintos. En el actual
estudio, el analisis de 115 muestras arrojo la presencia de 61 tipos de quistes distintos, lo cual, al igual que
lo ocurrido en la etapa anterior, los resultados superan largamente el registro de quistes en estudios
realizados en el sistema de fiordos y canales del sur de Chile (e.g. Alves de Sousa et al., 2008; Seguel et al.,
2011; Diaz et al., 2014; Rodriguez-Villegas et al., 2021), zona que ha sido particularmente estudiada por la
ocurrencia de floraciones de especies nocivas (Guzman et al., 2002; Molinet et al., 2003). Similar situacién
ocurre al comparar estos resultados con registro de quistes de altas latitudes del hemisferio norte (Nehring
1994; Persson et al., 2000; Orlova et al., 2004) donde el nimero de especies también es menor que el aqui
registrado.

Dentro del listado de quistes de dinoflagelados registrados en el estudio, el género Protoperidinium destaco
por haber presentado una alta diversidad de especies (19 especies distintas). Paralelamente este género
aportd con 4 de las 6 especies mas abundantes del estudio (Protoperidinium conicum, Protoperidinium
americanum, Protoperidinium excentricum, y Protoperidinium leonis), siendo Scrippsiella precaria, el nimero
uno en abundancia del estudio. Por un lado, al igual que en la etapa |l (2019-2020), |a alta abundancia de
quistes de S. precaria en sedimentos del Biobio podria ser por eventos de floraciones estacionales y a la alta
capacidad que tendria la especie para formar quistes. Se ha reportado que Scrippsiella cf. lachrymosa ha
alcanzado en cultivos casi un 100% de eficiencia de enquistamiento bajo condiciones enriquecidas del medio
(Olli & Anderson 2002). Wang et al. (2007) mencionan por otro lado que durante una densa floracién de
Scrippsiella trochoidea, un enquistamiento en masa durante el maximo de abundancia de células vegetativas
produjo una considerable pérdida de la poblacion de la floracion, lo cual daria cuenta de la alta eficiencia de
enquistamiento que puede presentar este género de dinoflagelado. Por otro lado, la alta diversidad y
abundancia del género Protoperidinium en toda el area de estudio estd dada porque es un género
cosmopolita que puede presentarse en un amplio rango de salinidades y temperaturas (Marret & Zonneveld
2003) y por la disponibilidad de nutrientes —incrementados frente al Biobio (35-37°S) por surgencia activa—
siendo este el principal factor ambiental que controla la abundancia relativa de taxa heterétrofos en una
escala regional (Verleye & Louwye 2010). Ademas de aumentar la abundancia de quistes en la zona de
surgencia en el Biobio, en general la abundancia de quistes aumentd con el aumento de distancia desde la
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costa. Muestras con mayor abundancia se registraron principalmente en las estaciones ubicadas a 10 millas
de la costa, lo cual es el resultado de la mayor presencia de sedimentos finos tipos limos y arcillas (datos no
mostrados). Esto es debido a que los quistes de dinoflagelados se comportan como particulas finas (Dale,
1983) depositandose en mayor cantidad en sectores donde las forzantes hidrologicas son menores y en
menor cantidad en zonas de fuertes corrientes donde los procesos de sedimentacién suelen acumular
sedimentos mas gruesos (Nehring 1993).

Especies nocivas.

Al igual que en las etapas anteriores, se evidencié la presencia de quistes de las especies productoras de
toxinas A. catenella, A. ostenfeldiiy P. reticulatum. En la costa chilena Alexandrium catenella y A. ostenfeldii
han sido reportados como productores de toxinas paralizantes (Krock et al., 2007; Salgado et al., 2015) y P.
reticulatum como productor de yesotoxinas (Alvarez et al., 2011). Las tres especies fueron registradas en
ambas campafias de muestreo. En el caso de A. catenella, sus quistes fueron registrados desde La region
de La Araucania hasta Los Lagos, siendo Queule 10 millas (La Araucania) la estacién con el registro mas
septentrional del estado bentonico durante las tres etapas de monitoreo. En la etapa | el limite norte estuvo
en Chaihuin en Region de Los Rios (Espinoza-Gonzalez et al., 2019) y en la etapa Il en la estacién Estaquilla
5 millas en la Regién de Los Lagos (Espinoza-Gonzalez et al., 2020). Es importante destacar que durante la
actual etapa los quistes de A. catenella también fueron registrados en Mehuin 5 millas en la region de Los
Rios, estacion cercana a Queule 10 millas, lo que podria sugerir que, en algin momento del afio, en la
plataforma continental ocurrié un incremento en la abundancia de células vegetativas de A. catenella que
provoco que, durante o al finalizar este evento, ocurriera la formacion de quistes los cuales sedimentaron en
la zona. Esta hipdtesis se basa en el hecho que, las areas donde es mas abundante y frecuentemente
registrada la forma mdvil, es donde mayor frecuencia de aparicion y abundancia de quistes se registran, tal
como ha ocurrido en estaciones de la region de Los Lagos en la actual etapa (ver Fig. 1.4.9) y en etapas
pasadas (Espinoza-Gonzalez et al., 2020). En el caso de A. ostenfeldii, en esta etapa, sus quistes tuvieron
una presencia discreta siendo registrados solo en seis estaciones, cuatro estaciones del Biobio durante
invierno y dos estaciones en Los Lagos durante verano (enero). La mayor cantidad de registros en
sedimentos del Biobio indicaria que el area presenta condiciones favorables para el crecimiento vegetativo
y subsecuente formacion de quistes, los cuales pueden servir como fuente de indculo de poblaciones mdviles
y floraciones bajo condiciones favorables (McQuoid et al., 2002, Ellegaard & Ribeiro 2018). Sin embargo, la
confirmada produccion de toxinas paralizantes en cepas del area (Norambuena et al., en prep.) instan a
sequir con precaucion periddica los indices de abundancia de la especie en la columna de agua y en los
sedimentos. Por su parte, los quistes de P. reticulatum tuvieron en esta ocasién, a diferencia de lo reportado
en la etapa I, una distribuciéon geografica mas acotada cuando se compara con las otras dos especies
productoras de toxinas. Solo los sedimentos de la region de Los Lagos presentaron quistes de la especie en
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ambas campaiias, aunque con baja abundancia (méximo 38 quistes x cm- sh) indicando una baja presencia
en la columna de agua.

6.2 Resultados Objetivo Especifico 2

Continuar con el analisis interpretativo de los datos obtenidos disponibles desde el afio 2018, para lograr una mejor
comprension de la variabilidad espacio-temporal del fitoplancton y de los taxones nocivos incluyendo niveles de
toxicidad y su relacion con variables ambientales (Anexo 1, Base de Datos).

6.2.1 Actividad 1: Caracterizar a nivel espacial y temporal la distribucién y abundancia de las especies
nocivas, incluyendo la dinamica del fitoplancton total

1.- Composicion taxondémica y distribucion de especies

Para el périodo comprendido entre febrero de 2018 y diciembre de 2020, se identificaron 242 especies de
fitoplancton, las cuales correspondieron a los siguientes grupos: 140 diatomeas, 91 dinoflagelados, 3
silicoflagelados, 2 ciliados , 1 zoomastogoforo, 2 Prasinoficeas, 2 Prymnesiales y 1 especie de Chrysophyta. Del
total de esta composicion fitoplanctonica un total de 25 especies constituyen con mas de un 90% del total de la
abundancia celular, entre estas especies de encuentran: Skeletonema spp., Pseudo-nitzschia cf.
pseudodelicatissima, Chaetoceros spp., Thalassiosira spp., Chaetoceros debilis, Thalassiosira cf. mindscula,
Chaetoceros radicans, Pseudo-nitzschia cf. australis, Asterionellopsis glacialis, Pseudo-nitzschia spp.,
Leptocylindrus danicus, Leptocylindrus minimus, Thalassiosira cf. aestivalis, Guinardia delicatula, Thalassiosira
rotula, Detonula pumila, Chaetoceros socialis, Chaetoceros compressus, Chaetoceros didymus, Navicula spp.,
especies de la familia Kareniaceae, Rhizosolenia setigera, Thalassiosira delicatula, Eucampia zodiacus y
Chaetoceros constrictus. Para las estaciones ubicadas en la region del Biobio (Bahias Coliumo, Colcura, Llico y
Tubul; Figura 2.1.1), se observo, para todo el periodo de estudio, una dominancia de las diatomeas por sobre los
dinoflagelados y silicoflagelados, donde las mayores dendidades acumuladas estuvieron asociadas a los periodos
de verano, donde las especies que dominaron porcentualmente la composicion fitoplanctonica fueron Skeletonema
Spp. (37+31%), Thalassiosira spp. (9+8%) y Leptocylindrus danicus (8+18%), para las estaciones ubicadas en la
region de la Araucania (Nehuentué, Puerto Saavedra y Queule; Figura 2.1.2), se observo que el grupo dominante
fueron las diatomeas, especialmente durante los meses de verano, donde las especies dominantes fueron
Skeletonema spp. (33+33%), Chaetoceros spp. (19+23%) y Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima (8+24%),
para las estaciones ubicadas en la region de Los Rios (Mehuin, Niebla, Chaihuin y Rio Bueno; Figura 2.1.3), se
observo que el grupo dominante fueron las diatomeas especialmente asociadas a los meses de verano, sélo
durante el mes de noviembre de 2018, los dinoflagelados registraron abundancias similares a las diatomeas, las
especies dominantes durante el verano fueron Skeletonema spp. (29+33%) y Chaetoceros spp. (20£24%), para
las estaciones ubicadas en la regién de Los Lagos (Bahia Mansa, Estaquilla, Playa Brava, Carelmapu, Faro
Corona, Mar Brava, Chepu, Cucao y Caleta Zorra; Figura 2.1.4), se observé que para todo el periodo de estudio,
una dominancia de las diatomeas por sobre los otros grupos, la excepcidn se registrd durante el mes de abril de
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2019 (otofio) cuando los dinoflagelados dominaron numéricamente, las especies dominantes durante el verano
fueron Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima. (13£16%), Thalassiosira spp.(14+24%) y Thalassiosira cf.
minuscula (13+24%) finalmente, para la estacion de la region de Aysén (Canal Tuamapu; Figura 2.1.5), para todod
el periodo de monitoreo se observo una dominancia de las diatomeas, con exepcion en los meses de diciembre de
2018, marzo 2019 y marzo de 2020, donde los dinoflagelados tuvieropn mayores registro de abundancias
acumuladas, para el periodo de verano las especies dominantes fueron Skeletonema spp. (23£33%), Pseudo-
nitzschia cf. australis (8+16%), Thalassiosira spp.(8£12%) y Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima (7£9%).

2.- Variacion estacional de las condiciones oceanograficas

A partir de los resultados descritos en la seccidn anterior, donde se sefiala que, las maximas abundancias celulares
del fitoplancton estuvieron asociadas al periodo de verano, en esta seccion se evaluaron las caracteristicas
oceanograficas durante este periodo y su relacidn con los incrementos en la clorofila_a. Como forma de conocer
la variabilidad de la clorofila_a, se utilizaron los promedios estacionales de los datos satelitales correspondiente al
afio 2018 (Figura 2.1.6). A partir de esta informacion, se confirma lo observado con la abundancia del fitoplancton,
donde los mayores concentraciones de clorofila_a estuvieron asociadas al periodo de verano, este analisis también
mostro que espacialmente los sectores con mayores concentraciones estuvieron asociados a las estaciones del
Biobio (Coliumo, Colcura, Tubul y Llico), estaciones al norte de Niebla en las regiones de la Araucania y Los Rios
(Niebla, Mehuin, Queule, Puerto Saavedra y Nehuentué) y las estaciones a la salida del canal de Chacao e la
regién de Los Lagos (Mar brava, Faro Corona, Carelmapu, Playa Brava y Estaquilla). Para evaluar cada uno de
estos sectores, se utilizaron datos de vientos (intensidad y direccién) para calcular indices de afloramiento, ademas
de datos de temperatura, salinidad y fluorescencia en una profundidad de cinco metros y se graficaron las series
de tiempo para una de las estaciones de cada sector donde se registré un alto valor promedio de la clorofila_a
satelital. De esta forma, para las estaciones de Coliumo a 4, 5y 10 millas nauticas, ubicadas en la regién del Biobio
(Figura 2.1.7), se obtuvo que el indice de afloramiento mostro una clara sefial estacional con valores positivos
desde la primavera hasta el verano, donde la temperatura y salinidad de las tres estaciones registraron tendencias
y valores similares, mientras que los mayores incrementos de la fluorescencia estuvieron asociados a los meses
de enero de 2019, febrero de 2020 y agosto a octubre de 2020. Se observd que estos incrementos en la
fluorescencia estuvieron antecedidos por una disminucién importante (> 2 PSU) en la salidad de la columna de
agua y coinciden con un repunte en la salinidad hasta valores cercanos a 34 PSU. Las estaciones que presentaron
mayores fluorescencias fueron las ubicadas a 5 y 10 millas de la costa. Para las estaciones ubicadas en la regién
de la Araucania (Figura 2.1.8) se evaluaron las estaciones de Nehuentué a 2, 5 y 10 millas nauticas de la costa.
Para estas estaciones los datos de indice de afloramiento son menores a los registrados en la region del Biobio y
no se observa un patrén estacional claro. Sin embargo, los mayores valores de fluorescencia se registraron en
febrero y marzo de 2019, cuando se registraron valores bajos de temperatura (~11 °C) y salinidades cercanas a
los 35 PSU. Para la regién de los Lagos y las estaciones de Estaquilla a 2, 5y 10 millas (Figura 2.1.9), se observo
que el indice de afloramiento no mostr un patrén estacional claro, alternando entre valores positivos y negativos.

Mientras que, las mayores fluorescencias fueron registradas durante febrero de 2019, cuando la temperatura de la
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columna de agua fue cercana a 13°C y con una salinidad de 33 PSU. A partir de este analisis, se podria inferir que,
los valores de flourescencia tienen un marcado patron estacional con registros méximos durante primavera verano,
en particular durante el mes febrero. El marcado patrén estacional del indice de afloramiento puede ser el
responsable de los méximos valores registrados en la region del Biobio donde los procesos de surgencia costera
estan bien documentados y son responsables de la disponibilidad de nutrientes en la columna de agua (Anabalon
et al., 2007), los cuéles generan los incrementos observados en las concentraciones de clorofila. La surgencia
costera favorece la presencia del agua ecuatorial susuperficial (AESS) que ademas, es baja en temperatura,
oxigeno y alta salinidad (Silva N, et al., 2009 ). La expresion superficial del AESS es una clara sefial de la
ocurrencia de eventos de surgencia mediados por forzantes atmosféricos, donde, vientos paralelos a la costa
hacia el Ecuador y Transporte de Ekman costa afuera promueven el ascenso de esta masa de agua rica en
nutrientes dentro de la capa eufética favoreciendo los incrementos de clorofila_a (i.e. floraciones de
fitoplancton) en la costa continental de Chile durante los periodos de primavera y verano. Sin embargo, los
procesos que sostienen las altas concentraciones de clorofila en las regiones de la Araucania — Los Rios y Los
Lagos, no estan completamente claros y podrian estar asociados a aportes de nutrientes desde los distintos rios y
canales y su aporte al sistema marino costero.

Como forma de explorar la estructura vertical de la columna de agua durante los periodos de la maxima
concentracion de clorofila_a, se graficaron las secciones de temperatura (°C), salinidad (PSU), oxigeno (mL/L) y
fluorescencia (mg/m3) para cada una de las estaciones de monitoreo, ordenadas latitudinaimente, durante los
meses de febrero de 2018, 2019 y 2020 (Figuras 2.1.10, 2.1.11 y 2.1.12). Para la region del Biobio (~36° -
38,48°S) se observd que la temperatura presento valores superficiales altos (>16°C) durante el febrero de
2019, mientras que, durante los afios 2018 y 2020 los valores superficiales se mantuvieron cercanos a 14°C.
La salinidad se mantuvo alta, cercana a los 35 PSU, en todas las estaciones de muestreo y para cada uno
de los afios de estudio. Los valores de oxigeno fueron altos en superficie (> 6 mL/L) durante febrero de 2019,
sin embargo, esta concentracion disminuyo a valores <2 mL/L bajo los 30 metros de profundidad. Por su
parte la fluorescencia, mostrd un desarrollo superficial con valores cercanos a los 10 mg/m3. Para esta region
y durante los meses de febrero de 2018, 2019 y 2020, se pudo observar la presencia del Agua Ecuatorial
Subsuperficial (AESS) en superficie, asociada a los mayores registros de fluorescencia de todo el periodo
estudiado. EI AESS, es una masa de agua que se caracteriza por presentar valores de Temperatura entre
8° y 12°C, Salinidades >34.4, concentraciones de Oxigeno <2 ml/L y un alto contenido de nutrientes (Silva
et al., 2009). Para las regiones de la Araucania (~38,48° - 39,38°S) y los Rios (~39,38° - 40,19°S), se
observaron temperaturas bajas (<12°C), especialmente durante febrero de 2019 ademas, se observé una
columna de agua bien mezclada, con salinidades superiores a 34 PSU, valores de oxigeno por sobre 4 mL/L
que estuvieron asociados a un maximo subsuperficial de clorofila_a con valores >10 mg/m3 a 25 metros de
profundidad. Durante los meses de febrero de 2018 y 2020, se registraron valores mayores de temperatura
por sobre 14°C, salinidades menores a 33 PSU, con altos contenidos de oxigeno (>6 mL/L) y bajos valores

de fluorescencia (~5 mg/m3), estos valores no parecen estar asociados a AESS, lo mas probable es que
80

CONVENIO DE DESEMPENO 2020 - IFOP / SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT — INFORME FINAL TOMO I:
PROGAMA DE MANEJO Y MONITOREO DE LAS FLORACIONES ALGALES NOCIVAS Y TOXINAS MARINAS EN EL OCEANO PACIFICO CENTRO SUR DE
CHILE (36° - 44°S), ETAPA I, 2020 - 2021.



7o\

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

estos valores esten siendo influenciados por lo que ocurre en la regién de Los Rios y el aporte de aguas
continentales al distema costero. A diferencia de los valores registrados durante el 2019, los cuales si se
acercan a los velores caracteristicos de las AESS, esto indicaria que podria existir una variabilidad interanual
en la distribucién de esta masa de agua hasta la zona de los 41°S. Durante febrero de 2020, se observé alta
fluorescencia (>15 mg/m3) en el sector de Quele; este incremento puede haber sido favorecido por el ingreso
de nitrato y fosfato desde el océano, y de silicato desde la descarga del rio en la localidad de Niebla. Para la
region de Los Lagos (~40,19° - 43,71°S), se observo un incremento de la fluorescencia en las zonas
adyacentes al canal de Chacao, especialmente durante el afio 2019 en los sectores de Estaquilla y Cucao,
con valores >15 mg/m3 y >10 mg/m3, altos valores de oxigeno (>8 mL/L), baja salinidad (<32 PSU) y
temperaturas cercanas a 14°C. Sin embargo, en la zona del canal de Chacao, se registré una columna de
agua bien mezclada con temperaturas mas bajas y salinidades mayores a las descritas para las zonas
adyacentes, lo que se ha propuesto, es que el canal de Chacao seria una zona de transicion latitudinal,
influyendo sobre las propiedades de la columna de agua hacia el norte de Carelmapu y hacia el sur de Faro
Corona.

Las condiciones particulares del canal Chacao podrian estar asociadas a remolinos de submesoescala, los cuales
son considerados como mecanismos fisicos asociados a incrementos de fitoplancton ya que puden estar
asociados al transporte horizontal de propiedades fisico-quimicas del agua de mar y en el transporte vertical
de nutrientes (McGillicuddy et al., 1998; Chelton et al., 2007; Sangra et al., 2009; Morales et al., 2012).

3.- Variacion espacial del ensamble de fitoplancton en las distintas estaciones de muestreo

Como forma de continuar con el analisis de los periodos donde se encontraron los maximas concentraciones
de clorofila_a, en esta seccion se evaluaron los ensambles fitoplanctdnicos para cada estacion de monitoreo
durante el mes de febrero de los afios 2018, 2019 y 2020.

La Figura 2.1.13 muestra la composicién fitoplanctonica para cada una de las estaciones de muestreo
durante febrero de 2018. Para esta gréfica se utilizaron las 20 especies que en conjunto contributen con mas
del 90% de la composicién fitoplancténica total. Se observé que, en términos de especies y abundancias
celulares hay una clara diferencia latitudinal, donde las estaciones de la regién del Biobio presentan una
menor densidad y mayor composicion de especies que las estaciones de las regiones de La Araucania y Los
Rios, donde la dominancia es casi exclusiva de Skeletonema spp. que presentd los maximos densidades
(~1,4 x 107 Cél/L) asociada a las estacion de Niebla a 5 millas nauticas. Esta composicion y abundancia
cambia drasticamente en las estaciones ubicadas en Rio Bueno y Bahia Mansa, donde la densidad y numero
de especies es baja, marcando una diferencia regional con las estaciones de la region de los Lagos, donde
las densidades y el numero de especies aumentan, en este periodo se observo las floraciones de A. catenella

y de las especies de la familia Kareniaceae en las estaciones de Cucao y en la mayor parte de las estaciones
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de la region de Los Lagos, respectivamente. La ordenacion del fitoplancton total se llevé a cabo por medio
de un escalamiento no dimensional (nMDS), el analisis de nMDS mostré los resultados de la clasificacion
disponiendo las estaciones en sus grupos con un coeficiente de estrés de Kruskal de 0,18 (Figura 2.1.14).
Los grupos de estaciones fueron ubicados de derecha a izquierda, donde la similitud de las estaciones estan
determinadas por la composicidn fitoplanctonica y la densidad celular de las especies que la componen. De
acuerdo a esta distribucion y de la similitud en la composicion del fitoplancton, podemos indicar que existen
patrones regionales que determinan la formacién de estos grupos. Uno de ellos, es el que se genera a partir
de la composicién del fitoplancton en la regién del Biobio, el cual mostré una mayor distancia con las
estaciones de la region de los Lagos y mas similar a las estaciones de la region de los Rios, excepto por las
estaciones asociadas a Rio Bueno que mostraron mayor distancia, algo que queda claro al observar la
composicion de especies y abundancias de la Figura 2.1.14. En las estaciones de la region de los Lagos,
llama la atencién la separacion entre un grupo estaciones ubicadas en las cercanias del canal de Chacao,
con respecto a las que estan mas alejadas de este canal como Caleta Zorra, Cucao, Chepu hacia el sur del
canal y Bahia Mansa, hacia el norte. Durante febrero de 2019 (Figura 2.1.15), se observaron densidades
menores a las registradas durante el 2018, con composiciones fitoplanctdnicas similares entre las estaciones
de cada region y con una menor distancia entre los ensambles regionales; el analisis de nMDS mostro los
resultados de la clasificacion disponiendo las estaciones en sus grupos con un coeficiente de estrés de
Kruskal de 0,12 (Figura 2.1.16) y anque se matuvieron los ensambles regionales, estos fueron mas similares.
Nuevamente se pudo observar que las estaciones de Rio Bueno y Niebla se alejan del emsamble de la region
de los Rios. Durante febrero de 2020 (Figura 2.1.17), se observaron claras diferencias latitudinales, tanto en
la composicion de las especies dominantes e nada region, como en las abundancias celulares, en este
analisis destaca la importante floracién en la region de los Lagos de las diatomeas Chaetoceros radicans en
la estacion de Faro Corona 5 millas nauticas y de Pseudo-nitzschia cf. pseudodelicatissima en las estaciones
ubicadas entre Carelmapu y Cucao. Hacia el norte de la estacidn de Carelmapu y hasta las estaciones ubicadas
en Niebla las densidades disminuyen significativamente. El analisis de nMDS realizado para este mes de febrero
de 2020, arroj6 un coeficiente de estrés de Kruskal de 0,16 (Figura 2.1.18), con un resultado similar a lo descrito
para los meses anteriores, esto es, se mantuvieron los ensambles regionales, especialmente el asociado a las
estaciones del Biobio, mientas que, las estaciones de las otras regiones mostraron una mayor dispersion en
especial en la region de los Lagos que segrega dos grupos de estaciones de acuerdo a la composicion
fitoplanctdnica, la que incorpora a las estaciones al sur y al norte de Carelpamu. Las estaciones al norte de
Carelmapu inluyeron a las estaciones de Rio Bueno que son parte de la regién de Los Rios.

4.- Relacion entre la composicion del fitoplancton total y las variables ambientales:

Tanto la variabilidad regional en la composion del fitoplancton como la variabilidad ambiental fue evaluada a
partir de un analisis de candnico de componentes principales (CAP) (Figuras 2.1.19 y 2.1.20). Este analisis
reveld claras diferencias entre las estaciones de muestreo, donde las variables que mas contribuyeron a la
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segregacion a lo largo del primer eje (CAP1) fueron la salinidad (-0,65) y la concentracion de nitrato (-0,61),
variables que estarian relacionadas con las estaciones del Biobio, la Araucania y Los Rios, mientras que, en
el segundo eje (CAP2) la variable que mas contribuyo a la segregacion de las estaciones fue la temperatura
(0,61). Para la abundancia celular del fitoplancton, las especies que mas contribuyeron al primer eje (CAP1)
fueron Navicula (0,83) y Skeletonema spp. (0,71) y para el segundo eje (CAP2) fueron Asterionellopsis
glacialis (0,76) y Eucampia zodiacus (0,68). Estas especies estarian principalmente relacionadas con las
estaciones ubicadas en la regién de los Lagos. El procedimiento BEST mostré que cuatro variables
ambientales, entre ellas, salinidad, direccion en intensidad del viento y fosfato son las variables que mejor
explican la ordenacion de la composicién del fitoplancton total, presentando la mejor correlacion entre las
dos configuraciones. Este analisis mostrd relaciones significativas (p<0,01) entre las variables bioldgicas y
las variables ambientales con un valor alto de correlacién de Spearman ps=0,70.

En gerenal podemos indicar que, a partir del andlisis de los periodos de mayor concentracion de clorofila_a,
se observo que la composicion fitoplanctonica presentd una clara variabilidad espacial, donde las diferencias
en la abundancia celular y composicién determinaron una segregacion de las estaciones del Biobio con el
resto de las estaciones de las otras regiones. El andlisis de las variables ambientales relaciona esta
variabilidad del fitoplanton con eventos de surgencia donde la salinidad, intensidad y direccion de los vientos
y fosfatos determinan la composicion fitoplancténica para la region del Biobio, mientras que son los aportes
de nutrientes como el silicato y el nitrato desde los rios, especialmente el rio Valdivia, las variables que
determinan las diferencias de la composicion fitoplanctonica en la regiéon de Los Rios, donde ademas se
registraron las mas intensas floraciones de Skeletonema spp. asociada a la estacion de Niebla. Una tercera
fuente de variacion lo constituiria el canal de Chacao en la regidén de Los Lagos; anteriormente hemos
sefialado que, la presencia de remolinos de submesoescala podrian promover la mezcla de la columna de
agua y la incorporacion de los nutrientes en las capas superficiales, lo que se observd en la salida hacia el
Pacifico de este canal, proceso que beneficiaria la dominancia de las diatomeas por sobre los otros grupos
del fitoplancton. Ademas, el canal de Chacao, podria determinar composiciones fitoplanctonicas diferentes,
una hacial el sur y otra distinta hacial el norte del canal. El efecto del canal de Chacao sobre la composicion
fitoplancténica dependera de factores que deben ser evaluados, como dominancia de vientos (direccion e
intensidad), mareas dominantes, los cuales jugaran un rol distintos dependiendo del periodo del afio en que
se evaluén. En este sentido la pregunta a contestar es ;Qué diferencian las floraciones del Alexandrium
catenella durante los afios 2016 y 2018?. En el primero de los casos la floracién de A. catenella entr6 por el
canal de Chacao hasta el mar interior de Chiloé generando un importante impacto en los sectores cercanos
al canal. Sin embargo, durante el afio 2018, la floracién, que fue muy importante en el sector de Cucao, no
entr6 por el canal limitando su distribucion hasta la estacion de playa Brava. Seréa parte del objetivo de trabajo
de la nueva etapa, continuar con la evaluacion de los procesos que determinan concentraciones de
clorofila_a altas y composiciones fitoplanctonicas distintas entre las regiones de estudio. De esta varibilidad
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en la composicion fitoplanctonica dependera la dinamica de las especies formadoras de floraciones algales
nocivas en el sistema costero del Pacifico.

6.2.2 Actividad 2: Exploracion de imagenes satelitales

La batimetria del &rea de estudio es mostrada en la Figura 2.2.1. Entre 36° - 41°S, se observa una plataforma
estrecha, con profundidades <200 m con extension menora 100 km desde la linea de costa. En la region del BioBio
(~37°S) destaca la Bahia de Concepcion con profundidades <60-70 m. Entre ~38°S y 40°S (Sur del Bio-Bio - Los
Rios), se observa una estructura geomorfoldgica costera concava con profundidades <50 m que se extiende entre
la isla Mocha y la desembocadura del rio Niebla. Entre 41°- 45°S, el mar interior de Chiloé esta subdividido en 2
sectores por el corddn de islas Desertores. En términos generales, el sector norte es mas profundo que el sector
sur. El sector norte esta compuesto por 2 cuencas (Seno Reloncavi y Golfo de Ancud) de ~330 m de profundidad,
y el Canal de Chacao (~30 m de profundidad) que comunica al mar interior de Chiloé con las aguas oceanicas. El
sector sur, esta compuesto por el Golfo Corcovado y la Boca del Guafo. El Golfo Corcovado presenta profundidades
que oscilan ~100 a 150 m de profundidad con la presencia de 2 sill o picos cercanos entre si, que tienen sus cimas
~30 m antes de la superficie. La Boca del Guafo es méas profunda (~230 m de profundidad) y la conexién principal
entre el océano y el MIC, en su sector oeste se encuentra la isla Guafo. Por otra parte, la Isla Grande de Chiloé,
tiene una plataforma estrecha con una profundidad promedio de ~25 m. La zona oeste de Chiloé tiene un talud con
pendiente suave que va incrementando gradualmente la profundidad, hasta alcanzar los 500 m a ~ 50-70 km de la
costa.

Iméagenes diarias de clorofila-a satelital (clo-a) entre 2017 y junio 2019 (2.5 afios), con una resolucion de 4 km,
fueron utilizadas para la caracterizacion espacial y temporal de clo-a en el area de estudio. El campo promedio de
clo-a para todo el periodo de estudio es presentada en la Figura 2.2.2, y los campos promedio por afio, son
mostrados en la Figura 2.2.3. En términos generales, para todos los afios se observa una clara concordancia entre
la distribucion de los campos de clo-a y la batimetria <50m de profundidad (Figura 2.2.4). Igualmente, se puede
observar un “quiebre” geografico de los campos de clo-a en ~38°S concordante con la batimetria del sector.

El promedio estacional para cada afio de estudio es presentado en la Figuras 2.2.4,2.2.5 y 2.2.6. Para todos los
afos el ciclo anual es marcado con mayores valores en primavera — verano, y menores en otofio — invieno. En
términos espaciales, se observa un gradiente latitudinal de las concentraciones de clo-a que disminuyen desde la
region del BioBio hacia Aysén. También, se observa una “pluma” noroeste en la region de La Araucania - Los Rios.
Esta estructura también ha sido observada para otras variables (clo-a, salinidad, oxigeno), en los datos in situ
obtenidos desde el monitoreo. Durante otofio 2017 y 2018, también es posible observar leves focos de clo-a en la
region oceanica, concordante con la presencia de remolinos de mesoescala frente a la region de Los Rios y el
BioBio, respectivamente.
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Para determinar si la “pluma” de clo-a observada en los campos estacionales entre La Araucania - Los Rios, es
una estructura recurrente, se amplio la base de datos hasta el afio 2006, y se grafico su climatologia (Figura 2.2.7).
En términos climatologicos, durante los afios 2006 a 2019, la “pluma” de clo-a se observa durante los meses de
enero a mayo, y de agosto a diciembre, es decir la estructura es casi-permanente a lo largo del afio, siendo més
intensa en primavera-verano. Los resultados indican que la generacion de la “pluma” de clo-a esta fuertemente
mediada por la batimetria de la zona.

6.2.3 Actividad 3: Estudio comparativo entre tipos de quistes y células planctonicas de dinoflagelados

En la Tabla 2.3.1. se presenta el listado de dinoflagelados observados en la columna de agua (células
plancténica) durante los 12 cruceros de investigacion y en los sedimentos (quistes de resistencia) durante
dos cruceros (campafias de invierno: agosto-septiembre; campafia de primavera-verano: diciembre y enero).
De acuerdo a los resultados de abundancia relativa de dinoflagelados planctonicos, un total de 114 especies
fueron identificadas. Por su parte, el nimero de quistes de dinoflagelados registrados en los sedimentos
correspondié a 61. Los morfotipos de quistes no identificados (10 morfotipos) no se consideraron en el listado
debido a que su fase mévil es desconocida. Similar situaciéon ocurrié con las especies de quistes
Echinidinium aculeatum, Spiniferites cf. hypacanthus y Dubridinium ulsterum de los cuales no se conoce su
fase mévil (Mertens et al., 2019). Los morfotipos de quistes del género Protoperidinium que estan registrados
como Protoperidinium sp. 3, Protoperidinium sp. 4, Protoperidinium sp. 5, Protoperidinium sp. 6,
Protoperidinium sp. 8 y Protoperidinium spp. se consideraron en el listado como Protoperidinium spp. Las
especies de quistes Nematosphaeropsis labyrinthus y Spiniferites mirabilis se consideraron en el listado
como Gonyaulax spinifera dado que ambos morfotipos son considerados como quistes benténicos de esta
especie (Rochon et al. 2009).

De acuerdo al listado total de especies de dinoflagelados (Tabla 2.3.1) compuesto por 134 especies, 20 de
ellas (14,9%) fueron identificadas mediante quistes (fase benténica) pero no como células planctdnicas.
Estas especies correspondieron a: Archaeperidinium minutum, Archaeperidinium constrictum, Diplopsalopsis
ovata, Ensiculifera carinata, Gymnodinim aureolum, Gyrodinium undulans, Niea acanthocysta,
Pentapharsodinium dalei, Polykrikos kofoidii, Polykrikos schwartzii, Polykrikos sp., Prorocentrum cf.
tsawwassenense, Protoperidinium americanum, Protoperidinium avellana, Protoperidinium nudum,
Protoperidinium sinuosum, Protoperidinium subinerme, Scrippsiella patagonica, Scrippsiella precaria, y
Scrippsiella lachrymosa.

Por otro lado, 18 especies (13,4%) fueron identificadas mediante quistes y como células planctdnicas. Estas
especies fueron: Alexandrium catenella, Alexandrium ostenfeldii, Gonyaulax spinifera, Gonyaulax spp.,
Lingulodinium polyedra, Preperidinium meunieri, Protoceratium reticulatum, Protoperidinium claudicans,

Protoperidinium conicum, Protoperidinium denticulatum, Protoperidinium excentricum, Protoperidinium
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pentagonum,  Protoperidinium  conicoides,  Protoperidinium  leonis,  Protoperidinium  oblongum,
Protoperidinium thorianum, Protoperidinium spp., y Scrippsiella trochoidea.

Adicionalmente, en esta actividad se estudio la diversidad y abundancia de quistes en 23 muestras
provenientes de un testigo de sedimento de 23 cm de longitud de la estacion Caleta Zorra 10 millas (Tabla
2.3.2). En las muestras analizadas se registré un total de 37 morfotipos distintos, entre los cuales destaca la
presencia de quistes de las especies productoras de toxinas Alexandrium catenella y Protoceratium
reticulatum (Fig.1.4.1A y D). La abundancia total de quistes por profundidad (secciones) a lo largo del testigo
de sedimento varié entre 21 y 326 quistes x cm3 sh (promedio y DS: 73163 quistes x cm3 sh), siendo
registrado el valor minimo en la seccion 9-10 cm y el maximo en la seccion 17-18 cm (Fig. 2.3.1).

De acuerdo a la abundancia total por especie, el tipo de quiste mas abundante del testigo correspondio a la
especie A. catenella (507 quistes), seguido por Preperidinium meunieri (327 quistes) (ver columna Total en
Tabla 2.3.2). En la Figura 2.3.2 se presenta la abundancia total y la abundancia acumulada porcentual de
las 13 especies mas abundantes del estudio, las cuales en conjunto representaron el 80% de la densidad
total. Entre estas especies destacan en orden decreciente A. catenella, Preperidinium meunieri,
Archaeperidinium minutum, Protoperidinium avellana, Scrippsiella patagonica, Protoperidinium leonis,
Polykrikos schwartzii, Protoperidinium americanum, Protoperidinium conicum, Archaeperidinium constrictum,
quiste No identificado 34, Protoperidinium excentricum, y Protoperidinium subinerme.

Especies nocivas

Los quistes de A. catenella fueron registrados en 22 (95,6%) de las 23 muestras analizadas del testigo (Fig.
2.3.2), y sus abundancias variaron entre 0 y 199 quistes x ¢cm=3 sh, con nula presencia de quistes en la
seccion 9-10 cm y con un valor maximo en la seccion 17-18 cm (Fig. 2.3.1). En esta ocasion, a diferencia de
los resultados presentados para el resto del area de estudio en muestras de sedimento superficial, se
evidencié la clara presencia de quistes vacios (germinados) de A. catenella (Fig. 1.4.1B) los cuales fueron
contabilizados. En variadas profundidades el nimero de quistes vacios superé al de quistes con protoplasma
en su interior (quiste lleno) (Fig. 2.3.2).

En el caso de P. reticulatum, sus quistes tuvieron menos frecuencia de aparicion y fueron menos abundantes.
Los quistes de P. reticulatum fueron registrados en 12 (52,1%) de 23 muestras, y su valor de abundancia
maximo fue 4 quistes x cm3 sh (Fig. 2.3.1). Un hecho importante fue la presencia de quistes vacios
(germinados) de A. catenella (Fig. 1.4.1B) en 16 (69,5%) de las 23 muestras analizadas, incluso en 10
secciones siendo mas abundante que los quistes llenos (con protoplasma) (Fig. 2.3.3).

Varios estudios de quistes de dinoflagelados registrados en muestras de sedimento han revelado la
presencia de especies de dinoflagelados que no han sido registrados anteriormente en el mismo sector
mediante su estado planctonico (Dale, 1976; Ellegaard et al.,1994; Nehring, 1997; Montresor et al., 1998;
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Persson et al., 2000; Orlova et al., 2004), tal como ha quedado de manifiesto en este estudio. De acuerdo a
Dale (1983), para obtener la mejor informacion sobre la composicion de especies de un area determinada,
es necesario estudiar las muestras de plancton y de sedimento, dado que esa estrategia de muestreo permite
reconocer el estado mavil y el estado bentonico de las especies. El 14,9% (20 de 134 especies) de los
dinoflagelados identificados en el area de estudio solo fue posible identificarlos mediante sedimentos.
Aunque parezca un numero bajo hay que considerar que de todos los dinoflagelados, las especies
formadoras de quistes sélo representan alrededor del 10% (Dale 1983), por lo cual los resultados actuales
pueden considerarse exitosos ya que el numero de especies identificas en el plancton durante esta etapa
fue 114 especies.

Algunas especies identificadas sdlo mediante quistes tuvieron abundancias altas. Este es el caso de, por
ejemplo, de Scrippsiella precaria, Protoperidinium americanum, P. avellana, y Archaeperidinium minutum.
Para el caso de S. precaria, a pesar de que su fase bentonica es relativamente facil de identificar —quiste
con cuerpo redondo a ovoide cubierto con numerosos procesos calcareos en forma de espinas (Kim et al.,
2021)—, la célula movil es dificil de identificar en analisis rutinarios de fitoplancton, misma situacion para
otras tres especies peridiniales que solo se identificaron mediante quistes: S. patagonica, S. lachrymosa y
Pentapharsodinium dalei. La dificultad en reconocer certeramente su identidad se debe muy probablemente
a que estas especies tienen un pequefio tamafio, ademas que su morfologia es muy similar entre ellas —
como también a otras especies del género Scrippsiella—, lo cual hace necesario un tratamiento especial
para visualizar el patrén de placas tecales (Lewis, 1991). Esto ademas consume mucho tiempo por lo cual
es complicado llevar a cabo en programas de monitoreo no siendo ademas el objetivo fundamental. Por lo
tanto, es muy probable que los estados mdviles de estas tres especies estan siendo agrupados como
Scrippsiella spp.

Para los Protoperidinium varios trabajos han reportado que la alta abundancia de quistes de especies
heterotrofas, tales como Protoperidinium americanum, P. avellana, y Archaeperidinium minutum, esta
asociada a areas con alta concentracion de nutrientes y alta abundancia de productores primarios como
diatomeas (Dale, 1996) lo cual es confirmado en las estaciones de la regién del Biobio, siendo esta area
donde se produce una alta productividad por la surgencia costera (Daneri et al., 2000). Verleye & Lowye
(2010) mencionan ademas que P. americanum domina junto con otras especies heterétrofas los ensambles
de quistes registrados en la zona de surgencia frente a Concepcion. Por lo tanto, considerando estos
antecedentes, la ausencia de las fases méviles de estas especies (P. americanum, P. avellana, y A. minutum)
en el listado de especies de dinoflagelados plancténico se debe a que no han sido identificadas en estudios
previos de fitoplancton en Chile (Alves de Souza et al., 2008) y por lo tanto se desconoce su morfologia.

Los resultados mostraron la presencia de quistes de A. catenella a lo largo del testigo de sedimento (en 22
de 23 muestras) obtenido en la plataforma continental, particularmente en caleta Zorra 10 millas, indicando
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que el area presenta caracteristicas adecuadas tanto para la acumulacion de quistes de la especie como
también para su germinacion. Hay que mencionar que la textura del sedimento no fue predominantemente
fino tipo limo o arcilla, sino mas bien arenas medias (datos no mostrados), lo que indicaria que el nimero de
quiste podria ser mayor bajo condiciones optimas de sedimento (limo-arcilla) ya que existe una clara relacion
positiva entre abundancia y presencia de sedimentos finos (Rodriguez-Villegas et al., 2021). Los valores de
abundancia fueron generalmente bajos (1-12 quistes x cm3 sh), y mas aun si s6lo se consideran los quistes
con protoplasma en su interior (Quiste lleno en Figura 2.3.2), sin embargo, existen algunos maximos claros
que sugieren que en el pasado hubo incrementos celulares en la columna de agua o un claro evento de
floracion, como por ejemplo el registrado en la profundidad 17-18 cm (299 quistes x cm-3 sh). La presencia
de quistes vacios es relevante porque sugiere que poblaciones moviles del area podrian estar siendo
soportadas por poblaciones de quistes, siendo este un mecanismo ya reportado para los dinoflagelados
(Dale, 1983; Brosnahan et al., 2017).

Registros de quistes de A. catenella en la plataforma continental del sur de Chile son casi inexistentes, a
excepcion de lo reportado en el reciente trabajo de Rodriguez-Villegas (2021) donde se informan abundancia
de 16 quistes x cm-3 sh. frente a Chiloé (Los Lagos) y de 32, 22 y 14 quistes x cm-3 sh en estaciones de la
plataforma frente a Aysén. En el sistema de fiordos del sur de Chile los valores de abundancia de quistes de
la especie en sedimentos superficiales también han sido generalmente bajos (ver Lembeye & Sfeir, 1999;
Seguel & Sfeir, 2004; Seguel et al., 2005; Lembeye, 2004). Una excepcion lo constituyen los registros
realizados en Seno Medio y Seno Canalad en Aysén luego de la floracion del 2009 donde se registraron
valores excepcionalmente altos (14627 y 2729 x quistes cm- sh, respectivamente) (Guzman et al., 2011;
Mardones et al., 2016). Antes de esos valores extraordinarios, los maximos habian sido 221,3 quistes en
Bahia Tic Toc en Los Lagos (Seguel & Sfeir 2010) y de 269 x quistes cm- sh un testigo obtenido en bahia
de Quellén (profundidad: 36-37 cm; ver Salgado et al., 2011). Todo esto indicaria que el valor maximo
registrado en la profundidad 17-18 cm se encuentra dentro de un rango valido para abundancias de la regién.

Por otro lado, el registro de quistes de A. catenella a una profundidad de 23 c¢m indicaria que los quistes
debieron sedimentar hace varios afios atras. Siendo conservador, y sabiendo que son ambientes distintos,
si consideramos sdlo como referencia la geocronologia del sector sur de Chiloé (Tasa de sedimentacion de
~0,5 cm afio!, Salgado et al., 2011), -dado que a nuestro entender no existen datos de tasas de
sedimentacion para la zona de plataforma de Los Lagos- los sedimentos mas profundos (mas antiguos) del
testigo de caleta zorra podrian tener una edad de 46 afos, ocurriendo su depositacion alrededor de 1974,
Sin embargo, se necesitan estudios que determinen esto y puedan dar cuenta de la tasa de sedimentacion
del area para determinar la edad aproximada de los sedimentos.

El hallazgo de quistes de A. catenella en una columna sedimentaria genera algunas interrogantes que deben
ser respondidas. Por ejemplo, ¢estos quistes son formados en la misma area de sedimentacién? o ;son
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éstos quistes advectados desde el sistema de fiordos hacia la plataforma continental mediante corrientes?
Mardones et al. (2016) mencionan que procesos de circulacion de aguas de fondo en la plataforma podrian
resuspender los quistes y ser transportados hacia la zona de fiordos. Por otro lado, Rodriguez-Villegas et al.
(2021) mencionan que la presencia de quistes en areas oceénicas es probablemente el resultado de un
transporte de larga distancia desde el interior de fiordos y canales. Sin embargo, cualquiera sea el proceso,
es importante ver que los resultados aqui presentados son otra evidencia que A. catenella ha estado presente
en el area desde tiempo anteriores a sus primeros registros. En el sur de la isla de Chiloé, en la localidad de
Quellén, Salgado (2011) mostré la presencia de quistes de A. catenella en columnas de sedimento de hasta
40 cm de longitud, correspondientes segun la geocronologia del sector al afio ca.1929. La interrogante surge
a partir de que solo en 1998 se reporta por primera vez la presencia de A. catenella en la columna de agua
en el mar interior de Chiloé (Lembeye et al., 1998), ocurriendo en 2002 la primera floracién de la especie en
el sector (Garcia et al., 2004; Lembeye 2006). Para la regidén de Aysén los primeros registros de la especie
datan desde 1992 (Mufioz et al., 1992; Uribe et al., 1995) estando de forma continua desde 1994 en sus
aguas.

6.2.3 Actividad 3: Distribucion y variabilidad de Nutrientes

Las concentraciones promedio de nitrito se mantuvieron bajas (< 0.26 uM) para los primeros tres cruceros
del afio, durante los meses de enero, febrero y marzo de 2020, donde las concentraciones altas se registraron
en la region del Biobio durante el mes de febrero con una concentracion maxima de 0.65 uM, desviacion
estandar de 0.17 y un promedio de 0.25 uM, durante marzo esta condicion se mantiene homogéneamente,
con un promedio de 0.26 uM y una desviacion estandar de 0.05. A diferencia del ion de nitrato que registro
altas concentraciones durante los primeros meses de verano (>19.82 uM) en la region de Los Rios,
disminuyendo en el cambio de estacion. El aumento se observa en los meses de otofio-invierno de ambos
iones del nitrégeno, nitrito presentd altas concentraciones en los meses de invierno en la region de Los Rios,
en los transectos de Niebla y Chaihuin, con un promedio de 0.99 uM, y nitrato presenté sus mayores
concentraciones en el area sur del muestreo con una méaxima de 73.24 uM, debido a una columna de agua
mas oxigenada por un cambio estacional en la estructura de la columna de agua.

Para los meses de primavera-verano, ambas especies registraron concentraciones promedias entre los 18
uM a 39.99 uM durante estos meses, presentandose a lo largo de la costa, con focos de altas
concentraciones en Biobio y Los Rios, durante este periodo se observa una homogeneidad en superficie
producto de la surgencia que ocurre en el borde costero, removiendo los nutrientes del fondo hacia superficie.
La distribucién espacial de las concentraciones de fosfato durante los meses de febrero a abril, fueron altas
en la region del Biobio (>3.45 uM), disminuyendo hacia el sur del area de muestreo, esta disminucion se
presenta también para los meses de invierno en toda la costa desde Biobio a Los Lagos (<1.43 uM). El
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aumento de las concentraciones de fosfato se presenta mas marcado a lo largo de la costa durante los meses
de primavera y finales del 2020.

Durante los primeros cruceros muestreados en los meses de verano, las concentraciones de silice son bajas
(<21 uM) debido a la disminucion de provenientes de rios y lluvias hacia el océano. Las mayores
concentraciones de silicatos se presentaron principalmente en la region del Biobio, durante los cruceros 5y
6 con un promedio de 40 uM y una maxima de 77.85 uM en la region de Biobio, presentando una fuerte
disminucion hacia el sur del area de muestreo. En los meses de invierno la distribucion de silice se mantiene
en el borde costero desde Biobio a Los Rios. Esta diferencia estacional en la capa superficial, se manifiesta
por el consumo de nutrientes por parte del fitoplancton durante la primavera y verano. La distribucién de los
silicatos en la columna de agua, es descendente latitudinalmente de norte a sur, las mayores concentraciones
se observan en el periodo de otofio- invierno en la capa superficial.

6.3 Resultados Objetivo Especifico 3:

Incorporar el desarrollo, implementacion y utilizacién de nuevas técnicas de deteccion de microalgas y de
biotoxinas, asi como mantener en cultivo especies nocivas chilenas que permitan avanzar con el conocimiento y
comprension de los eventos nocivos.

6.3.1 Actividad 1: Identificacién molecular en especies de microalgas nocivas.

PCR cuantitativa (gPCR)

Hasta el momento se han desarrollado marcadores moleculares para la identificacion mediante PCR en
tiempo real (QPCR) correspondientes al gen 28S, para las especies Alexandrium catenella, Alexandrium
ostenfeldii y Protoceratium reticulatum, los cuales se han testeado en muestras provenientes de los 12
cruceros comprometidos en la etapa Il del proyecto para las estaciones ubicadas en las 5 millas. Durante
esta etapa también se tested un marcador disefiado para la especie Dinophysis acuminata sin embargo su
especificidad no ha podido ser determinada al cien por ciento ya que ensayos de PCR cruzada determinaron
que el marcador no es especifico para esta especie, pero de igual manera se testeo en las muestras antes
mencionadas.

La deteccién mediante qPCR se detalla en las Figuras 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3 y 3.1.4 para las especies
Alexandrium catenella, Alexandrium ostenfeldii, Protoceratium reticulatum, y Dinophysis respectivamente
basandose el nimero de copias del gen ribosomal para cada estacidn analizada expresados en valor de tasa
de cambio o fold change.
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Los ensayos realizados usando los marcadores para la especie A. catenella identificaron positivamente a
esta especie en 97 muestras durante todo el desarrollo de la etapa Il del proyecto, la cual muestra una
concordancia con lo reportado mediante microscopia entre los cruceros 5 al 9 (Figura 3.1.1).

Para A. ostenfeldii los andlisis de microscopia detectan a esta especie en 129 muestras durante toda la
etapa, mientras que en qPCR la deteccion fue positiva en 97 muestras (Figura 3.1.2). Para esta especie la
eficiencia es menor debido a al alto numero de falsos positivos y negativos identificados mediante gPCR.

En P. reticulatum los ensayos de qPCR detectaron a esta especie en 21 muestras (Figura 3.1.3), las cuales
en la mayoria de los casos confirman lo detectado mediante microscopia en los cruceros 2, 3, 6,9y 12 pero
también muestran una deteccion en muestras donde no se identificd microscopicamente la especie como en
el crucero 10 y 11.

Dinophysis acuminata es la especie que mostros mayores niveles de abundancia relativa durante todo el
transcurso de esta etapa. De manera similar la deteccién mediante qPCR muestra sefiales de positivas en
la deteccion en casi todas las muestras (Figura 3.1.4), sin embargo, los marcadores disefiados para esta
especie resultaron no ser especificos por lo que no podemos determinar si también se identific6 de manera
simultanea a Dinophysis acuta, lo cual podria explicar que los niveles de deteccion sean mayores a los
reportados para las otras tres especies antes mencionadas. Por el momento estos marcadores pueden ser
utilizados de manera general para la identificacion de especies a nivel de genero Dinophysis.

Metabarcoding

El nimero total de reads obtenidos en la secuenciacion fue de 12.582.832. Después de los anélisis
bioinformaticos se detectaron un total de 3.444 ASVs los cuales fueron representados por 4.673.336
secuencias. Se logro la identificacion de 406 especies para los supergrupos taxonomicos Alveolata,
Amoebozoa, Apusozoa, Archaeplastida, Hacrobia, Rhizaria, Stramenopiles (Anexo 3). En términos de
abundancia relativa, basandose en el numero de lecturas, las divisiones Orchrophyta y Dinoflagellata fueron
los mas abundantes para todas las estaciones de las 5 millas analizadas en este estudio (Figura 3.1.5), a
nivel de region, Los lagos presentas los mayores niveles de abundancia comparados con las otras regiones,
lo cual se debe al numero de estaciones analizadas en este estudio. Dentro de las divisiones Orchrophyta y
Dinflagellata el mayor numero de especies detectadas se agrupan en las clases Dinophyceae y
Bacillariophyta, siendo esta ultima la que muestra mayor numero de especies para todas las estaciones
(Figura 3.1.6),

Para la clase Dinophyceae, las abundancias relativas de las familias de esta clase muestran patrones

contrastantes, donde las estaciones ubicadas en la regién del Bio-Bio, Araucania y Los Rios son dominadas
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principalmente por las familias Gymnodiniaceae y Gonyaulacaceae, mientras que las estaciones ubicadas
entre los Lagos y Aysén son dominadas por las familias Ceratiaceae, Dinophysiaceae, Suessiaceae (Figura
3.1.7). Las estaciones BCC5, BCL5 y MPLT2-5 muestran las abundancias mas bajas. Los géneros
Gyrodinium, Dinophysis, Alexandrium, Prorocentrum, Protoperidinium, Lepidodiniumy Tripos son los que
registraron mayores niveles de deteccion (Figura 3.1.8).

En cuanto a la clase Bacillariophyta, las abundancias relativas muestran niveles mucho mas elevados
comparados con la clase Dinophyceae, donde se observa una marcada dominancia de la familia
Mediophyceae en todas las estaciones muestreadas, sequido de las familias Coscinodiscophyceae y Raphid-
pennate las cuales muestran niveles mas bajos en las estaciones ubicadas en la region del Bio-Bio (Figura
3.1.9). En cuanto a los géneros mas dominantes, destacan Thalassiosira, Skeletonema, Chaetoceros,
Corethron, Pseudo-nitzschia y Coscinodiscus (Figura 3.1.10).

Las herramientas moleculares han demostrado una complementariedad en programas de monitoreo de
microalgas nocivas (Kon et al. 2015), debido a su simplicidad, especificidad, eficiencia y bajo costo,
posicionandolos sobre otros métodos de deteccidn como imagenes satelitales y modelaciones de dispersion
de particulas (Hosoi & Sako 2005; Kon et al. 2015; Vandersea et al. 2017; Ruvindy et al. 2018; Hatfield et al.
2019). Hasta el momento se han disefiado marcadores moleculares para la identificacion y cuantificacion
mediante PCR cuantitativa (QPCR) en tres especies de microalgas A. catenella, A. ostenfeldiiy P. reticulatum,
los cuales fueron testeados en muestras de monocultivo y en muestras provenientes de ambiente. Los
resultados obtenidos soportan la hipdtesis de la especificidad de los marcadores disefiados en muestra de
cultivo, sin embargo, la eficiencia obtenida en muestras de terreno debe ser complementada con el disefio
de sondas TagMan, de manera que se logre incrementar la deteccion en este tipo de muestras. La sonda
TagMan es un oligonucledtido monocatenario que contiene dos fluoréforos colocados a 10-30 bases de
distancia (Jothikumar et al. 2018). Este método, ademas de los 2 partidores usados normalmente, agrega
una sonda marcada en sus extremos 5’ con un reporter y en su extremo 3’ un quencher, los cuales al
momento de hibridar con el ADN complementario generan fluorescencia, que al igual que en el PCR
tradicional, es detectado por un sensor. La ventaja de agregar una tercera sonda es que la especificidad de
la amplificacién aumenta debido a que esta sonda es especifica para el producto de PCR generado, usando
los partidores disefiados para la especie objetivo. El uso de marcadores ribosomales se ha utilizado
ampliamente para la identificaciéon de especies fitoplanctonicas (Galluzi et al. 2010, Kavanagh et al. 2010,
Ebenezer et al. 2012), usando diferentes regiones ribosomales como la subunidad mayor (LSU o 28s), la
subunidad menor (SSU o 18s) y la region 5.8s, sin embargo, la variabilidad en la deteccién se asocia a las
diferentes tasas de evolucion entre las distintas regiones (Murray et al. 2019). En particular, el gen LSU ha
sido utilizado en diversos estudios de microalgas, Vandersea et al. 2017 identifica una regién hipervariable
D1-D2 de este gen, la cual permite la identificacion de diferentes especies de dinoflagelados basandose en
sitios polimérficos especificos, los cuales permitieron el disefio de marcadores especificos para la
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identificacion de A. catenella y A. ostenfeldii en este estudio. La validacion en muestras de ambientes se
detecta la presencia de falsos positivos o falsos negativos al momento de comparar lo detectado por
microscopia optica, esto ha sido asociado a la calidad de la extraccion de la muestra ambiental y la presencia
de sustancias que puedan inhibir la PCR, y consecuentemente afectar los niveles de deteccion de las
especies objetivos (Rose et al 2001; Savela et al. 2016). Estas diferencias pueden deberse a la complejidad
del entorno natural, pudiendo distorsionar las correlaciones entre los nimeros de copias de genes y otras
caracteristicas celulares de dinoflagelados (Savela et al. 2016), un ejemplo de esta complejidad lo presentan
especies cripticas con genomas similares que podrian generar superposiciones entre secuencias genéticas,
lo que podria resultar en falsos positivos, dificultando el analisis por gPCR (Ruvindy et al. 2018).

El metabarcoding es otra de las técnicas implementadas debido a los avancen en los sistemas de
secuenciacion masivos, lo cual ha permitido ampliar nuestro conocimiento en la diversidad de organismos
que se encuentran en los océanos y a su vez evidenciar lo que aun falta por describir. Asi, se ha demostrado
su aplicabilidad en diferentes escenarios acuaticos como en el monitoreo de especies invasoras (Darling and
Mahon, 2011; Comtet et al 2015), identificar los principales organismos involucrados en el flujo de carbono
en zonas de surgencia (Gutierrez et al 2018), identificacion de las especies presentes en las aguas de lastre
en embarcaciones maritimas (Shaw et al 2019), cuantificar los efectos de la salmonicultura en base a la
carga bacteriana del sistema (Stoeck et al 2018), identificaciéon de especies cripticas de diatomeas que no
pueden ser identificadas mediante morfologia, evidenciando diferencias significativas entre nimero de
especies detectadas molecularmente versus lo identificado por microscopia (Zimmermann et al 2015) y
recientemente se ha discutido sobre la aplicabilidad al monitoreo de FAN (Sildever et al 2019).

La diversidad molecular del fitoplancton a lo largo de la Costa Pacifico entre las regiones del Bio-Bio y Aysen,
fue descrita usando el matabarcoding como herramienta molecular con el objetivo de profundizar en la
diversidad de las especies fitoplanctonicas en esta area. Los resultados muestran la deteccién de especies
previamente descritas por identificacion morfologica en etapas anteriores del proyecto validando el uso de
estos métodos como herramienta complementaria a la identificacion visual. Por otro lado, el metabarcoding
incrementa los niveles de deteccion molecular en complejos taxonémicos dificiles de identificar de forma
visual y para especies emergentes 0 no descritas hasta ahora en ninguna otra costa oceanica y que
eventualmente podria generar un evento nocivo en el futuro. Se logrd identificar seis de los nueve ordenes
de dinoflagelados que agrupan principalmente a los flagelados planctonicos marinos de vida libre
Gonyaulacales, Peridiniales, Gymnodiniales, Suessiales, Prorocentrales y Dinophysiales y también el
principal orden que agrupa a las diatomeas, Bacillariophyta. A nivel molecular se logré identificar especies
pertenecientes a estos géneros, las cuales ya han sido identificas morfoldgicamente en etapas anteriores del
proyecto, donde algunas ya han generado floraciones en Chile y otras partes del mundo con consecuencias
negativas para la biodiversidad y pérdidas econdémicas para el sector acuicola, por lo cual la
complementariedad de las herramientas moleculares debe continuar implementandose de manera mas
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frecuente y con un mayor numero de sitios para lograr obtener la cobertura necesaria que nos permita
identificar la biodiversidad global fitoplanctonica con potencial nocivo a lo largo de la costa chilena.

6.3.2 Actividad 2: Distribucién anual de toxinas mediante LC-Masas y LC-Fl y su asociacién con microalgas
que las producen identificadas mediante microscopia electrénica.

En la Tabla 1.1.9 se presentan los resultados de TML y Toxinas Paralizantes en los primeros muestreos de
muestras de agua. Se detectd la presencia de Acido Domoico (DA) en la mayoria de las muestras analizadas,
todas con niveles bastante bajos (desde < LC a 52,5 ng/L). La otra toxina detectada en estas muestras fue
PTX2 en los cruceros 10 (Niebla) y 12 (Carelmapu y Cucao), todos los casos con niveles de < LC. Se
comenzd el estudio de toxinas en muestras de agua, se obtuvieron algunos resultados positivos para algunas
toxinas, pero para sacar mayores conclusiones de esta actividad hay que esperar al préximo afio, cuando se
cuente con una mayor cantidad de datos.

6.3.3 Actividad 3: Estudio de biotoxinas en tejidos de mariscos

Los resultados preliminares asociados a una parte del desarrollo de esta actividad son presentados en el punto
6.1.2. Actividad 2: Muestreo transvectores y deteccion toxinas.

6.3.4 Actividad 4: Implementacion de nuevas herramientas analiticas in vitro con el fin de ampliar conocimiento de
la taxonomia, distribuciéon biogeografica, sus biotoxinas y su respuesta eco-fisioldgica frente a variables
ambientales, de las principales especies de microalgas toxicas.

Identificacion de cepas de Alexandrium aisladas desde la costa de la Region del Biobio.

Alexandrium catenella es la principal especie que forma floraciones algales nocivas en el sur de Chile. A
traves de los afios ha mostrado un aparente incremento de su rango de distribucion. Asi, desde su primer
registro en 1972 en el sur de la region de Magallanes, progresivamente se ha ido detectando su presencia
hacia el norte, alcanzando el sur de Chiloé en el 2002. EI 2016 se produjo una severa floracion que se
extendié desde el centro de la regidn de Aysén hasta el Mar Interior de Chiloé. Sorprendentemente, también
se observo la extension de la floracion por la costa del Océano Pacifico desde el sur de Chiloé hasta
aproximadamente Mehuin, localidad costera de la region de Los Rios.

Recientemente, el monitoreo implementado por el CREAN-IFOP ha detectado la presencia de Alexandrium
en la costa de la region del Biobio en el 2018, 2019 y 2020. Este corresponderia al registro de mas
septentrional observado hasta el momento para A. catenella, considerando que su ancestral distribucion en
el sistema de fiordos patagénicos que abarca las regiones de Magallanes, Aysén y Los Lagos (Figura 3.4.1).
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En esta actividad se realiz6 la caracterizacion molecular de 7 células vegetativas de Alexandrium aisladas
desde la localidad costera de la Bahia Coliumo Regidn del Biobio, el 2019. Estas cepas fueron establecidas
como cultivo clonal y se secuencié un segmento de la LSU rDNA. Al mismo tiempo, se secuenciaron tres
cepas obtenidas desde la region de Magallanes y tres aisladas desde la Region de Aysén, correspondiente
a la distribucion ancestral de A. catenella (Figura 38). Con las secuencias obtenidas se realizé un analisis
filogenético, junto a secuencias de especies del genero Alexandrium obtenidas desde un banco de genes
(GenBank).

Adicionalmente, se realiz6 la evaluacion toxicoldgica utilizando 5 cepas de A. catenella obtenidos desde la
Regién del Bio-Bio el 2019, y asi, verificar la presencia de toxinas paralizantes. Esto se hizo mediante un
analisis HPLS-MS/MS.

El analisis filogenético revel6 que las secuencias obtenidas de los aislados desde la costa del Bio-Bio se
agregaron en el grupo | correspondiente al clado que agrega a la especie A. catenella En ese clado ademas
se agregaron las secuencias obtenidas de los aislados de la region de Aysén y Magallanes. El analisis
bayesiano para evaluar la fiabilidad del nodo del grupo | tuvo una probabilidad de 1 (Figura 3.4.2).

Adicionalmente, la caracterizacion toxicologica reveld la presencia de analogos de saxitoxinas. La
contribucion de los analogos de toxinas de las cepas aisladas del Bio-Bio fue, en orden decreciente, la
siguiente: C2 (21-45%), GTX4 (18-36%), GTX3 (18-25%), GTX5 (13-20), NeoSTX (1.3-4.3%), GTX1 (<LOQ-
1.4%) y GTX2 (<LOQ-0.6) (Figura 3.4.3). SXT fue detectada en una cepa con un valor de 0.3%
(CREAN_ACP5) El contenido de toxinas por célula entre las cepas aisladas vari6 entre10.5 y 48.5 fmol/cél
(Tabla 3.2.1).

Actualmente en Chile, la detecciéon mas septentrional de un morfotipo de A. catenella se encuentra frente a
la Regi6n del Bio-Bio y ocurrio en agosto de 2018 con densidades celulares bajas (Abundancia relativa = 1).
Esta deteccion se registré pocos meses después de que una severa floracion de A. catenella en la Region
de Los Lagos produjo densidades celulares superiores a una abundancia relativa de 9 (> 174,762 células L-
1), y ademas se observo el registro mas alto informado de 143,130 pg STXeq. 100 g-1 en toxicidad del
mejillén (MINSAL, Decreto 76, 2018. http://ben.cl/i2f7gq). Los eventos de floracion de A. catenella de 2016y
2018 en el sur de Chile estuvieron estrechamente relacionados con el fenémeno de El Nifio en la costa
sureste del Pacifico con una alta estratificacion de la columna de agua y varias semanas de alta irradiancia.
Ambos eventos de floracion extendieron la distribucion de A. catenella mas alla de las aguas costeras del
norte, lo que es una situacion preocupante para las entidades gubernamentales y sanitarias chilenas bajo
futuras anomalias climaticas (Trainer et al., 2019). Sin embargo, las densidades de células de A. catenella
solo han aumentado levemente en las areas costeras de las Regiones del Bio-Bio y Los Rios desde 2018
(Abundancia relativa <3).
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Estudios genéticos recientes con cepas de A. catenella aisladas de diferentes areas del sur de Chile estan
arrojando luz sobre la interconectividad y taxonomia de la poblacion. En este estudio, las cepas de
Alexandrium aisladas de la Region del Bio-Bio en 2019 se alinearon dentro del ribotipo de A. catenella del
Grupo | (anteriormente A. tamarense o A. fundyense. Ej. John et al. 2014, Lilly et al. 2007) y mostraron la
presencia de toxinas paralizantes. Ademas, se agregaron las cepas de A. catenella aislada de la Regidn de
Aysén y Magallanes junto con las cepas del Bio-Bio. Estos resultados 1) ratifican las observaciones
registradas dentro del programa de monitoreo del IFOP desde 2018 utilizando microscopia dptica en relacion
a la presencia de A. catenella, 2) confirman la homologia de ribotipo constantemente detectada entre las
poblaciones de A. catenella tanto al interior de los fiordos del sur como en areas costeras oceanicas (Paredes
etal., 2019)y, 3) alertan sobre el riesgo potencial de toxinas paralizantes en las areas costeras de la Region
del Bio-Bio.

La contribucion relativa de los analogos de toxinas dentro de los aislados de A. catenella del Bio-Bio fue, en
orden decreciente, fue la siguiente: C2 (21-45%), GTX4 (18-36%), GTX3 (18-25%), GTX5 (13-20), NeoSTX
(1.3-4.3%), GTX1 (<LOQ-1.4%) y GTX2 (<LOQ-0.6). SXT solo se detectd en una cepa con valores de 0.3%
(CREAN_ACPS). El contenido total de toxinas por célula entre los aislamientos de A. catenella del Bio-Bio
oscilé entre 10,5 y 48,5 fmol / célula. Estos resultados estan en linea con los reportados por Varela et al.
(2012) quien analizo catorce cepas de A. catenella aisladas desde la region de Magallanes hasta Los Lagos,
encontrando altas concentraciones de C2, GTX3, GTX4 y NeoSTX, y trazas de STX 'y dcSTX (<1%). Por el
contrario, Aguilera-Belmonte et al. (2011) reportd diferentes perfiles de toxinas en cuatro cepas de A.
catenella aisladas de las Regiones de Los Lagos y Aysén en 2009. En ese estudio los analogos NeoSTX,
GTX3 y GTX4 comprendieron mas del 85% del contenido total de toxinas paralizantes. Las diferencias en
los perfiles de toxinas entre las poblaciones chilenas de A. catenella no son resultados novedosos ya que la
composicion de la toxina puede variar a niveles intraespecificos y regionales en respuesta, por ejemplo, a la
variabilidad ambiental y la diferenciacién geografica de las poblaciones (Alpermann et al., 2010; Varela et al.,
2012).

6.4 Resultados Objetivo Especifico 4:
Difundir los resultados del programa, realizar acciones de capacitacion y fortalecer la vinculacién con el medio.

6.4.1 Actividad 1: Difusion los estimadores de abundancia relativa de los taxones nocivos.
Sistema de Informacién Geografica on-line (WebMap)

Parte de la difusion on-line es por medio de un Sistema de Informacién Geografica alojado en
https://ifop.maps.arcgis.com sobre una plataforma ArcGis On-line; desde el WebMap se accede a la

96

CONVENIO DE DESEMPENO 2020 - IFOP / SUBSECRETARIA DE ECONOMIA Y EMT — INFORME FINAL TOMO I:
PROGAMA DE MANEJO Y MONITOREO DE LAS FLORACIONES ALGALES NOCIVAS Y TOXINAS MARINAS EN EL OCEANO PACIFICO CENTRO SUR DE
CHILE (36° - 44°S), ETAPA I, 2020 - 2021.


https://ifop.maps.arcgis.com/

7o\

IFOP

N\
INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

aplicacion 03.-Situacion Marea Roja Costa-Pacifico 2020, con informacién dindmica referente a las Areas de
Muestreo, Estaciones de Monitoreo y la Situacion de los Muestreos (Figura 4.1.1);

Areas de Muestreo: contiene los reportes que estaran disponibles para descarga directa desde las entidades
gréficas por click directo sobre estas, se despliega informacion en pantalla de areas y reportes; los cuales
estan agrupados en cuatro zonas (Region del Bio-Bio, Region de La Araucania - Los Rios, Region de Los
Lagos y Region de Aysén) (Figura 4.1.2).

Estaciones de monitoreo: al hacer click sobre la entidad gréfica, muestra informacién basica de estas
(Region, Transecto, Estacion, Codigo, Latitud, Longitud y Tipo de Muestreo) (Figura 4.1.3).

Situacién de muestreo: contiene informacién de abundancia relativa segun el avance de los muestreos, la
cual estd categorizada en 5 niveles con sus respectivos rangos de abundancia relativa (Ausencia de
microalga (Ab. Relativa = 0), Situacién normal (Ab. Relativa entre 1 y 3), Situacién moderada (Ab. Relativa
entre 4 y 5), Situacion de alerta (Ab. Relativa entre 6 y 7) y Situacion de riesgo (Ab. Relativa > 8)). Esta
informacion se puede consultar de manera dinamica en el webmap; por especie de microalga (Alexandrium
catenella, Alexandrium ostenfeldii, Dinophysis acuminata, Dinophysis acuta, Protoceratium reticulatum,
Pseudo nitzschia cf. Australis, P. cf. Pseudodelicatissima), segun region y crucero; el resultado de esta
consulta se vera reflejado de manera dinamica sobre el mapa, ademas de un grafico por especie consultada
que podra ver de forma dinamica (Figura 4.1.4).

Este Sistema de Informacién Geografica esta disponible de manera multiplataforma, es decir, se puede
visualizar en diversos entornos o sistemas operativos.

La informacién desplegada en ArcGis on-line se confeccion6 con el software ArcMap de ArcGis, la cual es
almacenada y distribuida con ArcGis Server; con lo cual se garantiza la interoperabilidad de la informacién,
con otros Sistema de Informacion Geografico on-line (con estandares de Infraestructura de Datos Espaciales
de Chile - Ministerio de Bienes Nacionales (Documentos Técnicos, 2021)); por medio de servicios alojados
en el siguiente url: https://sig-acuicultura.ifop.cl/server/rest/services/marearoja_costa . Esto permite que otros
organismos puedan consultar nuestra informacion en linea y cruzarla con sus propios datos ampliando la
capacidad de analisis en la informacion.

La difusion de los resultados de analisis de las abundancias relativas por medio de un Sistema de Informacion
Geografica online, nos permite llegar a mas usuarios con la informacién, la que es actualizada
constantemente y a su vez la plataforma que soporta este sistema también posee una mantencién anual que
nos permite contar con los Ultimos estandares en Infraestructuras de Datos Geo-espaciales y cumplir con la
normativa de |.D.E.Chile sobre normas de Informacion Territorial; para de esta manera entregar una
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herramienta multiplataforma con potencial de actualizacidn y anélisis. Que puede interoperar con otros S.1.G
Gubernamentales y/o privados.

También como estrategia de difusion; no se esta bajando de la plataforma la informacion correspondiente al
programa anterior, esto con el objetivo que los usuarios tengan un punto de comparacion entre el monitoreo
en curso y el anterior.

Entre de las herramientas que ofrece el S.I.G. online, esta la entrega de reportes por descarga directa sobre
las areas de muestreo y un andlisis rapido para ver el estado del avance de los muestreos y valores obtenidos
de abundancias relativas por despliegue geografico en pantalla, ademas de un grafico de barras que muestra
por medio de una consulta por regién y/o crucero; el resultado por cada una de los 7 taxones nocivos.

Por otra parte, esta herramienta multiplataforma permite a los usuarios incorporar informacion personal y/o
publica proveniente de otros S.I.G. online como capas de informacién publicadas por medio de ArcGis online,
servicios de mapas via URL o afiadiendo datos personales georreferenciados sobre el S.1.G.; asimismo todos
nuestros servicios de mapas estan publicados para que a su vez puedan ser compartidos y/o levantados en
plataformas de los propios usuarios.

Finalmente, comentar que el sistema contara proximamente con informacion historica para enriquecer los
analisis de los resultados. Este tema se esta trabajando para obtener un archivo en linea historico de este
programa que contenga la informacién de estaciones, areas de muestreo y abundancias relativas. Esto
entregara una vision espacio-temporal del comportamiento de las Abundancias relativas para los 7 taxones
NOCivos.

6.4.2. Actividad 2: Difusion de resultados y capacitacion

6.4.3 Actividad 3: Fortalecer la vinculacion con el medio.

Seminario-taller de difusion.

Esta actividad se realizara en el 31 de mayo de 2021, de acuerdo a la carta Gantt de los términos técnicos
de referencia del proyecto. Este seminario — taller, se realizara en conjunto con el estudio “Programa de
manejo y monitoreo de las mareas rojas en el sistema de fiordos y canales de Chile (etapa XIV) 2020-2021".
El programa se desarrollé via telematica y las conferencias entregadas se presentan en el Anexo 2.2.

Taller de capacitacion.

Esta actividad se realizara a partir del viernes 4 de junio de 2021, con conferencias semanales, hasta el 24
de este mes. El programa de las conferencias se entregan en el Anexo 2.2. Estas actividades de capacitacion
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se realizaran en conjunto con el estudio Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el sistema
de fiordos y canales de Chile (etapa XIV) 2020-2021.

Charlas. Vinculacion con colegios en zonas afectadas por Floraciones de Algas Nocivas (FAN) para transmitir
conocimientos respecto al estado del arte de las FAN y toxinas marinas en Chile, ademas de entregar un mensaje
de responsabilidad frente al consumo de mariscos (desde su compra hasta su consumo). Actualmente, las charlas
se han realizado de manera telematica, enfocando los trabajos para alumnos de 2do ciclo de educacion general
basica (3ro a 6to), e incorporando términos mas especificos para alumnos del tercer ciclo (7mo basico a IV medio).

Ferias y Fiestas Cientificas. No fueron posibles durante esta etapa, las actividades presenciales, participando sélo
en un recorrido virtual de los laboratorios del CREAN.

Elaboracién de manuscritos cientificos.

A razdn de los resultados obtenidos del analisis de toxinas en mariscos y el hallasgo de produccion de toxinas
paralizantes de un cultivo de Alexandrium ostenfeldii establecido a partir de un quiste de resistencia, en esta
etapa Il se empezd a escribir un manuscrito titulado “Toxin profile and source in shellfish from the south
central coast of Chile (~36°— 42.5° S)” el cual sera enviado proximamente a la revista Toxicon. En este
trabajo se aborda aborda el estudio de perfil de toxinas registrados en mariscos recolectados en el area de
estudio y particularmente el perfil de toxinas de A. ostenfeldii de la regién del Biobio.

-Se envi6 un manuscrito a la revista Marine Pollution Bulletin en la seccion baseline el que reporta la
presencia de A. catenella en la costa del Bio-Bio. Se utilizaron aproximaciones geneticas, toxicologicas y de
abundancia relativa para este estudio. El manuscrito ya fue revisado por revisores de la revista y actuamente
se esta en proceso de correccion.

El titulo del manuscrito es:

Toxic Alexandrium catenella expanding northward along the Chilean coast: New risk of paralytic shellfish
poisoning off Bio-Bio Region (36 S).

Los autores del manuscrito son: Javier Paredes-Mella*, Jorge |. Mardones, Luis Norambuena, Gonzalo
Fuenzalida, Oscar Espinoza-Gonzalez, Leonardo Guzman and Gissela Labra.

Charlas

Sin duda, la modalidad de transmitir y comunicarse ha cambiado, y las charlas on-line toman protagonismo
lo que ha permitido continuar con una constante vinculacién con diferentes publicos e instituciones. De esta
manera, se ha logrado presentar los principales resultados pertinentes a las regiones monitoreadas, y
también a distintos temas relacionados con las FAN, tales como toxinas marinas y quistes de resistencia.
Asi, se han realizado conexiones con distintos representantes, considerando alianzas nacionales, tales como
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la Universidad de Concepcion (UdeC), Instituto Tecnoldgico de la Miticultura (INTEMIT), Seremi de Ciencias,
Programa Explora, Universidad de Magallanes y alianzas internacionales como CSIRO. Las tematicas
abordadas de las charlas realizadas fueron:

1.

“Estrategias del ciclo de vida de dinoflagelados: formacion de quistes de resistencia®, presentado
para alumnos de la carrera de Biologia Marina, Universidad de Magallanes, 08 de septiembre 2020
(Dr. Pablo Salgado M.)

“Quistes de resistencia de dinoflagelados del centro-sur de Chile (36-55°S), presentado en el
Webinar: Mejorando el uso de datos satelitales en Chile: deteccion de marea roja. CSIRO Chile, 04
de noviembre 2020 (Dr. Pablo Salgado M.)

“Acciones operacionales y de investigacion en el estudio de las FAN en el centro-sur de Chile: Estado
actual y desafios VI Seminario de la Investigacién Aplicada a la Miticultura, SIAM 2020, organizado
por Intemit, 19 de noviembre de 2020 (Dr. Oscar Espinoza G.)

“Mareas rojas y dinoquistes en la costa centro-sur de Chile”, presentada para publico del Programa
Explora Magallanes, 16 de diciembre 2020 (Dr. Pablo Salgado M.)

“‘Desarrollo de nuevas técnicas de deteccion de microalgas y biotoxinas marinas para el
conocimiento y comprension de los eventos de Floraciones Algales Nocivas”, organizado por el
Laboratorio de biotoxinas marinas, Universidad de Concepcién, 25 de septiembre de 2020 (Dr. Oscar
Espinoza G.)

“Desarrollo y evolucion de eventos TAM - Pseudo-nitzschia y Alexandrium catenella”, presentado en
el Seminario de Herramientas Moleculares en el Estudio de las Floraciones Algales Nocivas,
organizado por Intemit, 16 de marzo de 2021 (Dr. Oscar Espinoza G.)

“‘Desafio Floraciones Algales Nocivas en la region de Aysén Conversatorio: Desafio Floraciones
Algales Nocivas en la region de Aysén”, organizado por la Secretaria Regional Ministerial de Ciencia,
Tecnologia, Conocimiento e Innovacion. Macrozona Austral, 19 de marzo de 2021 (Dr. Oscar
Espinoza G.)
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Congresos nacionales e internacionales (ANEXO 2.1)

Durante el periodo que se informa se asistio de manera remota a la 12th version del Congreso Internacional
de Ficologia, organizado por la Universidad de Los Lagos, realizado entre el 22 al 26 de marzo 2021. En
esta jornada internacional, se presentaron dos trabajos titulados:

1. “Phytoplankton composition and Harmful Algal Blooms dynamics in coastal waters of central-
southern Chile (36° - 44°S)’, y

2. “Spatial and temporal patterns of harmful species of Alexandrium, Dinophysis and Protoceratium

throughout Chilean fjords in a12-years period”.

Durante los dias 24 al 28 de mayo 2021, se desarroll6 la XL version del Congreso de Ciencias del Mar
organizado por la Universidad de Magallanes, en la cual se presentaron cinco trabajos de manera remota,
titulados:

3. “Aproximaciones y desafios del estudio de las Floraciones Algales Nocivas y toxinas marinas en el
centro-sur de Chile: Explorando nuevos ambientes”.

4. Patrones espaciales y temporales en fiordos chilenos de los dinoflagelados Alexandrium catenella,
A. ostenfeldii, Dinophysis acuminata, D. acuta y Protoceratium reticulatum entre 2007 y 2019.

5. Caracterizacion morfoldgica, filogenética, perfil de toxinas y distribucion de quistes de resistencia del
dinoflagelado nocivo Alexandrium ostenfeldii de la regién del Biobio, Chile.

6. Variabilidad espacio-temporal de la comunidad fitoplanctonica en el sistema estuarino de Reloncavi,
Patagonia Chilena.

7. Desarrollo de una herramienta molecular para la deteccion y cuantificacion de Alexandrium
ostenfeldii y Protoceratium reticulatum.

Todos los resumenes presentados en este periodo, pueden ser revisados en detalle en el Anexo 2.1.
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Taller Final — Etapa 3. (ANEXO 2.2)

Con fecha 31 de mayo 2021, entre las 09.00 y 12.00h se realizé via telematica, el taller de cierre de la Etapa
3 del programa de Marea Roja Pacifico, en conjunto con exposiciones del Programa de Marea Roja Fiordos.
En este taller se presentaran siete exposiciones divididas en dos bloques de cuatro, y tres presentaciones
respectivamente. En el primer bloque se realizara un repaso sobre los “Avances y desafios del estudio de
las floraciones de algas nocivas y toxinas marinas en el océano Pacifico del centro-sur de Chile” a cargo del
Dr. Oscar Espinoza G.. Posteriormente, se realizaran tres exposiciones con contenidos transversales que
abordaran el “Monitoreo de fitoplancton mediante la implementacion de metodologias moleculares” a cargo
del Dr. Gonzalo Fuenzalida del Rio, seguido por el “Registro de quistes de resistencia de dinoflagelados
entre las regiones del Biobio y Magallanes: distribucion, diversidad y abundancia’, a cargo del Dr. Pablo
Salgado G., y terminando este bloque con las “Estrategias de difusion ligadas a floraciones de algas nocivas
y sus efectos”, a cargo de Pamela Carbonell A. Durante el segundo bloque, se realizaran tres presentaciones
relacionadas a los principales taxones nocivos presentes en nuestras costas. De esta manera, se abordara
el “Rol de la salinidad, temperatura y patrones climaticos en la dinamica de especies FAN de los géneros
Alexandrium, Protoceratium y Dinophysis” a cargo del Dr. Javier Paredes M., continuando con dos
presentaciones que trataron sobre dos importantes floraciones que afectaron distintos puntos de la regién de
Los Lagos. Asi, se abordara sobre la “Floracion de Pseudo-nitzschia y cido domoico en el mar interior de
Chiloé durante la primavera/verano 2020/2021”, a cargo del Dr. Oscar Espinoza G., finalizando con la
“Floracion de Heterosigma akashiwo en el fiordo Comau en 2021: observaciones in situ y de laboratorio”, a
cargo del Dr. Jorge Mardones S.
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7. CONCLUSIONES

A continuacion, se presentan las conclusiones generales del proyecto.

7.1 Conclusiones Objetivo Especifico 1
Monitorear y analizar las variaciones espacio-temporales de microalgas nocivas, biotoxinas marinas,
fitoplancton, quistes de dinoflagelados y variables hidrograficas y meteoroldgicas en la zona de estudio.

e La diatomea Skeletonema spp. es la especie que present6 las mayores densidades, presente en
casi todas las estaciones de monitoreo y con una alta frecuencia de aparcion.

e Para los 12 cruceros considerados se identificaron cinco especies nocivas de dinoflagelados
(Alexandrium catenella, A. ostenfeldii, D. acuminata, D. acuta y P. reticulatum) y dos especies de
diatomeas (Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima).

e La distribucion espacial de las especies nocivas difiere entre cada especie, mientras que A.
ostenfeldii, D. acuminata, Pseudo-nitzschia cf. australis y P. cf. pseudodelicatissima estan
ampliamente distribuidas por toda el area de estudio, las especies Alexandrium catenella, D. acuta
y P. reticulatum presentan una menor distribucién con una presencia mas importante en a region de
Los Lagos.

e Paratodas las estaciones distribuidas desde las regiones del Biobio hasta Los Lagos, no se detectan
toxinas paralizantes a través del Bioensayo de Raton. Sin embargo, a partir de anélisis por HPLC-
MS se detectd la presencia de GTX-2 en gran parte de los cruceros de la regidn del Biobio.

e Las muestras positivas a toxinas paralizantes por HPLC-MS (GTX2, C1 y Sxt), a pesar de dar
negativas a los analisis del bioensayo del Ratdn, se explican debido a la alta sensibilidad de este
analisis. Los niveles encontrados son muy bajos, lo que no representa un riesgo para la salud
humana.

e La presencia de las toxinas paralizantes detectadas se puede deber a la presencia de los

dinoflagelados A. catenella 'y A. ostenfeldii, que han sido sefialados como productores de estas
toxinas.
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e Las pocas muestras positivas a TDM, en general no guardan relacion con las muestras positivas a
Gym, PTX2 y AZA2 (Unicas toxinas lipofilicas positivas en algunas muestras), por lo que
probablemente se debe a falsos positivos.

e Las muestras positivas a AZA 2 en la region de Los Lagos puede deberse a la presencia de
dinoflagelados del género Azadinium, lo que, de momento, no ha podido ser confirmado y por lo
tanto, representa un desafio para las siguientes etapas del poryecto

o El andlisis de 115 muestras de sedimento obtenidas entre las campafias de invierno y primavera-
verano permitio registrar 61 tipos de quistes de dinoflagelados distintos entre las regiones del Biobio,
La Araucania, Los Rios y Los Lagos.

e Seidentificaron 21 géneros de dinoflagelados distintos (Alexandrium, Protoceratium, Lingulodinium,
Nematosphaeropsis, Spiniferites, Prorocentrum, Pentapharsodinium, Scrippsiella, Gymnodinium,
Gyrodinium, Trinovantedinium, Echinidinium, Selenopemphix, Archaeperidinium, Protoperidinium,
Polykrikos, Preperidinium, Dubridinium, Diplopsalopsis, Ensiculifera y Niea).

o Entre las especies identificadas se destaca la presencia de los dinoflagelados productores de toxinas
Alexandrium catenella, Alexandrium ostenfeldii y Protoceratium reticulatum.

e Quistes de A. catenella se registraron en la regién de La Araucania, Los Rios y Los Lagos, siendo
Queule 10 millas la estacién mas septentrional de su estado benténico.

o Quistes de A. ostenfeldii fueron registrados en el Biobio, La Araucania, y Los Lagos, y los de P.
reticulatum solo en la region de Los Lagos.

e El género Protoperidinium fue el mas diverso aportando con 14 especies distintas (P. americanum,
P. avellana, P. claudicans, P. conicoides, P. conicum, P. nudum, P. denticulatum, P. excentricum, P.
leonis, P. oblongum, P. pentagonum, P. sinuosum, P. subinerme, P. thorianum).

e En ambas campafias de muestreo de sedimentos la region del Biobio fue la que presentd mayor
abundancia total de quistes, seguido por Los Lagos, Los Rios y La Araucania.

e Las estaciones ubicadas a 10 millas de la costa fueron, en general, las que presentaron mayor
abundancia de quistes, mientras que las mas cercana a costa las que presentaron mas baja
abundancia.

¢ Veinte especies de dinoflagelados identificados mediante quistes de resistencia, y no mediante su
forma plancténica, podrian ser consideradas para integrar el listado definitivo de especies de
dinoflagelados que se encuentran entre las regiones del Biobio y Los Lagos.
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Diez y ocho especies fueron identificadas mediante quistes de resistencia y célula plancténica, entre
las cuales se destaca la presencia de los dinoflagelados productores de toxinas Alexandrium
catenella, Alexandrium ostenfeldii y Protoceratium reticulatum.

Quistes de A. catenella fueron registrados en 22 de 23 muestras (excepto seccion 9-10 cm) de un
testigo de sedimento de 23 cm de profundidad obtenido en Caleta Zorra a 10 millas de distancia de
la costa, lo cual demuestra que el area presenta condiciones adecuadas para la acumulacion de
quistes de la especie.

De acuerdo a los registros de abundancia total de quistes, A. catenella fue la especie mas abundante
del testigo obtenido en Caleta Zorra seguido por Preperidinium meunieri.

La presencia de quistes vacios de A. catenella en distintas profundidades del testigo da cuenta que
el area ha presentado durante afios condiciones adecuadas para la germinacion de los quistes de la
especie.

7.2 Conclusiones Objetivo Especifico 2

Continuar con el analisis interpretativo de los datos obtenidos disponibles desde el afio 2018, para lograr una
mejor comprension de la variabilidad espacio-temporal del fitoplancton y de los taxones nocivos incluyendo
niveles de toxicidad y su relacién con variables ambientales.

Se identifica que los sectores con mayores concentraciones de clorofila_a serian los sectores
asociados a las estaciones del Biobio (Coliumo, Colcura, Tubul y Llico), estaciones al norte de Niebla en
las regiones de la Araucania y Los Rios (Niebla, Mehuin, Queule, Puerto Saavedra y Nehuentué) y las
estaciones a la salida del canal de Chacao e la regién de Los Lagos (Mar brava, Faro Corona, Carelmapu,
Playa Brava y Estaquilla).

Los periodos de mayor concentracion de clorofila_a estarian asociados a los veranos, los procesos
responsables de estas altan concentraciones pordrian estar relacionados con surgencia costera, aportes
de nutrientes desde los rios y la mezcla vertical por accion de remolinos de submesoescala.

Estos procesos impactarian sobre la composicidon y abundancia celular del fitoplacton generando
esambles de estaciones, donde las estaciones de la regién del Biobio segregarian un grupo independiente.

Se propone que los rios Valdivia, Bueno y canal de Chacao actuarian como zonas de transicion latitudinal,
modificando la estuctuta fitoplanctonica en las estaciones de monitoreo adyacentes.
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7.3 Conclusiones Objetivo Especifico 3

Incorporar el desarrollo, implementacion y utilizacion de nuevas técnicas de deteccion de microalgas y de
biotoxinas, asi como mantener en cultivo especies nocivas chilenas que permitan avanzar el conocimiento y
comprension de los eventos nocivos.

Hasta el momento se han disefiado marcadores moleculares para la identificacion y cuantificacion
mediante PCR cuantitativa (QPCR) en tres especies de microalgas A. catenella, A. ostenfeldii'y P.
reticulatum, los cuales fueron testeados en muestras de monocultivo y en muestras provenientes de
ambiente.

Los resultados obtenidos soportan la hipotesis de la especificidad de los marcadores disefiados en
muestra de cultivo, sin embargo, la eficiencia obtenida en muestras de terreno debe ser
complementada con el disefio de sondas tagman, de manera que se logre incrementar la deteccion
en este tipo de muestras.

Se logro identificar seis de los nueve ordenes de dinoflagelados que agrupan principalmente a los
flagelados plancténicos marinos de vida libre Gonyaulacales, Peridiniales, Gymnodiniales,
Suessiales, Prorocentrales y Dinophysiales y tambien el principal orden que agrupa a las diatomeas,
Bacillariophyta. A nivel molecular se logro identificar especies pertenecientes a estos géneros, las
cuales ya han sido identificas morfolégicamente en etapas anteriores del proyecto, donde varias de
estas ya han generado floraciones en Chile y otras partes del mundo con consecuencias negativas
para la biodiversidad y pérdidas econdmicas para el sector acuicola

Estudios genéticos recientes con cepas de A. catenella aisladas de diferentes areas del sur de Chile
estan arrojando luz sobre la interconectividad y taxonomia de la poblacion. En este estudio, las cepas
de Alexandrium aisladas de la Region del Bio-Bio en 2019 se alinearon dentro del ribotipo de A.
catenella del Grupo | (anteriormente A. tamarense o A. fundyense) y mostraron la presencia de
toxinas paralizantes. Ademas, se agregaron las cepas de A. catenella aislada de la Region de Aysén
y Magallanes junto con las cepas del Bio-Bio. Estos resultados 1) ratifican las observaciones
registradas dentro del programa de monitoreo del IFOP desde 2018 utilizando microscopia optica en
relacion a la presencia de A. catenella, 2) confirman la homologia de ribotipo constantemente
detectada entre las poblaciones de A. catenella tanto al interior de los fiordos del sur como en areas
costeras oceanicas y, 3) alertan sobre el riesgo potencial de toxinas paralizantes en las areas
costeras de la Region del Bio-Bio.

7.4 Conclusiones Objetivo Especifico 4
Difundir los resultados del programa, realizar acciones de capacitacion y fortalecer la vinculacién con el medio
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e Dar a conocer los resultados de los estimadores de abundancias relativas de los taxones nocivos,
en una plataforma S.1.G. online, nos permite como institucion llegar a muchos mas potenciales
usuarios. Y poder contar con una herramienta actualizada y multiplataforma, que amplia las
oportunidades de trabajo multidisciplinario e interinstitucional ya que la informacién es accesible
tanto desde la plataforma que ofrecemos como importable directamente ya sea a S.1.G. online o
S.1.G. de escritorios.
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