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RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA-A
OBTENIDA POR ESPECTROFLUOROMETRIA DE MUESTRAS DE AGUA DE MAR
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AL 16 DE OCTUBRE DE 2014).

En este informe se presentan los datos de concentracién de clorofila-a, asi como el método
espectrofluoromeétrico utilizado, de las muestras colectadas durante la campana “SAM-10" a pedido del Dr.
Alberto Piola. Esta camparia, en la cual participé personal cientifico del INIDEP, forma parte de las
actividades centrales del proyecto SAMOC, el cual es liderado por investigadores del National Oceanic and
Atmospheric Administration (NOAA), el Servicio de Hidrografia Naval (SHN) , las Universidades de Sao
Paulo (USP, Brasil) y Federal de Rio Grande do Sul (FURG, Brasil). El objetivo principal de esta campaiia
fue la observacion de las corrientes de borde, proximas al talud continental de América del Sur y de Africa
con el objetivo de observar el transporte meridional de masa a través de 34.5°S en el Océano Atlantico
Sur.
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Introduccion

La observacion de las denominadas corrientes de borde, proximas al talud continental de América
del Sur y de Africa con el objetivo de observar el transporte meridional de masa a través de 34.5°S
en el Océano Atlantico Sur fue uno de los objetivos previstos a desarrollar durante la Campafia
SAM-10. La realizacion de esta campafia fue el objetivo del proyecto SAMOC
(http://www.aoml.noaa.gov/phod/SAMOC_international/), el cual es liderado por investigadores
del National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA), el Servicio de Hidrografia Naval
(SHN) , las Universidades de Sao Paulo (USP, Brasil) y Federal de Rio Grande do Sul (FURG,
Brasil). Esta campafia oceanogréfica incluye la telemetria de datos de equipos instalados en el
fondo marino y la realizacion de estaciones oceanograficas a través de la Corriente de Brasil. En
esta camparfia se realizaron también seis estaciones oceanograficas en la plataforma continental
de Rio Grande do Sul, Brasil, en colaboracion con investigadores de FURG.

Dentro de los parametros biogeoquimicos medibles, la cuantificacion de la concentracion de
clorofila-a es una de las préacticas corrientemente adoptadas por los laboratorios oceanogréficos,
debido a que permite estimar en forma indirecta la biomasa fitoplanctdnica. En la presente
campafa fue una de las mediciones realizadas, junto con observaciones de mamiferos, de
quimica atmosférica y de biogeoquimica de la materia organica y nanoparticulas.

Una de las técnicas mas comunmente utilizadas para cuantificar la concentracion de clorofila-a es
la fluorométrica. El Servicio de Hidrografia Naval no cuenta con el instrumental necesario para la
determinacién de la concentracion de clorofila-a, y teniendo en cuenta que dicha campafa se
realiz6 en conjunto con personal cientifico del INIDEP, se solicitdé dicha determinacion al
Laboratorio de Produccién Primaria y Biotoxicidad de INIDEP. La solicitud se efectué mediante
nota a la Direccion de Pesquerias Pelagicas y Ambiente Marino el dia 28 de agosto de 2015 (ver
Anexo).

En este informe se presenta el método espectrofluorométrico utilizado y los valores de
concentracion de clorofila-a hallados en las muestras de agua de mar obtenidas durante la
campafa denominada SAM10.

Materiales y métodos

El muestreo de campania fue realizado en un total de 14 estaciones oceanograficas (Figura
1) que se localizaron en una seccion zonal en 34° 30°S asi como 7 estaciones (estaciones 8 -14)
que se ubicaron a través de la plataforma y talud continental de Rio Grande do Sul, Brasil. Las
profundidades de toma de muestras se decidieron conforme a los perfiles de fluorescencia,
temperatura y salinidad observados en los perfiles obtenidos por el CTD.

Las muestras de agua de mar para cuantificacion de clorofila-a fueron colectadas en 11
estaciones seleccionadas (Tabla 1) y se obtuvieron utilizando una roseta General Oceanics 1015
equipada con botellas tipo Niskin marca SBE de 5 litros de capacidad en niveles seleccionados,
salvo en 2 casos en los cuales las muestras fueron tomadas con balde en superficie (estaciones 1
y 2). Las alicuotas correspondientes a la cuantificacion de clorofila-a (500 ml), fueron colectadas
en botellas oscuras y filtradas a baja presion (<5 PSI) a través de un filtro de fibra de vidrio tipo
Whatman grado GF/F con tamafio de poro nominal de 0,7 ym, sobre el cual se retienen las
particulas en suspension. Entre estas particulas se encuentra el fitoplancton, que posee clorofila-
a. Posteriormente el filtro fue plegado a la mitad de modo que el contenido fitoplanctonico se
encuentre hacia adentro. Una vez plegado el filtro fue envuelto en papel de aluminio, e
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inmediatamente estas muestras fueron mantenidas en nitrogeno liquido (-195.80 °C) y luego en el
laboratorio en tierra en un ultrafreezer (-86 °C) hasta su analisis.

-32 — ; “ - ; i
' S / e CTD
5| % PIES/C-PIES + CTD ||
/ N
\\ ‘\,\\
/ 7
g 4000
34 — S \7
6+ 5 4
o * »
C CC D
_36 £ [ / j ~
-55 -47 -45 -43

Figura 1. Distribucion de estaciones de muestreo durante la campafia SAM10.

En el Laboratorio de Produccion Primaria y Biotoxicidad se procedié a la extraccion de los
pigmentos de las células, la cuantificacion de  clorofila-a en el extracto mediante el
espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS3 y célculo de la concentracién de clorofila-a. EI método
utilizado siguié los lineamientos propuestos por Holm-Hansen (1965) con modificaciones (Lutz et
al., 2010). Entre las modificaciones se encuentran el uso de metanol 100% como solvente de
extraccion debido a su mayor eficiencia (Holm-Hansen y Riemann, 1978) y el empleo de
ultrasonido para ayudar a la ruptura de las células para extraer sus pigmentos y para romper el
filtro (Wright et al., 1997).

Si bien tiene ventajas interesantes sobre otros métodos especialmente por el corto tiempo
de andlisis, y su gran sensibilidad, la fluorometria es un método indirecto debido a que la lectura
del fluorometro es relativa. Por tanto es indispensable su calibracion mediante una referencia
estandar comercialmente disponible, de clorofila-a pura de concentracion conocida, de
cianobacteria, ya que so6lo posee clorofila del tipo a (ej. Sigma-Aldrich catalogo nro. C-6144). El
calculo de la concentracion de clorofila-a en estas muestras se llevé a cabo utilizando el factor de
calibracion k correspondiente a la calibracion més cercana a la fecha de lectura.

El analisis de las muestras se realizé en tandas de 10 muestras cada una y hasta dos
tandas diarias con el fin de que el tiempo transcurrido entre el descongelado de la muestra y su
andlisis fuera el menor posible. Asimismo la manipulacién y la lectura de las muestras se
realizaron en un ambiente con luz tenue para evitar la degradacion de las mismas.

Antes de la medicion de cada tanda de muestras, se leyé un blanco de metanol 100% para
configurar el cero del instrumento. Al principio y final de cada tanda se determind el valor de
fluorescencia de un estandar sélido de valor estable, permitiendo esto mantener un control
permanente sobre la estabilidad en las condiciones de andlisis.

La concentracion de clorofila-a se calculd de acuerdo a la siguiente expresion:

Chla [pg/l]= k*Ve*Fo*d/ Vf

Siendo:
Fo = lectura de fluorescencia de la muestra.
k = factor de calibracion especifico para el fluorometro que relaciona la cantidad de pigmento con
la intensidad de fluorescencia
Ve= volumen de metanol utilizado para la extraccién (ml).
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Vf = volumen de agua de mar filtrada (litros).

Vm = volumen de la alicuota de la muestra a diluir (ml)

Vs= volumen de la alicuota de metanol para diluir (ml)

d = factor de dilucion, siendo d= (Vm+Vs)/Vm). Ej: si se diluye 2 ml del extracto de la muestra con
el agregado de 4 ml de metanol, el factor de dilucion es 3.

NOTA 1: Los valores de lectura de fluorescencia de la muestra (F;) se encuentran
corregidos por fluorescencia de la referencia sélida estable.

NOTA 2: el factor de calibracién k utilizado (ug/ml) fue de 0.0321 (r*= 0.9957)

NOTA 3: Debido a que los valores de clorofila-a se expresan como mg/m?, es necesario
multiplicar el resultado de los célculos por 1000. Esto se toma en cuenta al incorporar el volumen
de metanol utilizado para la extraccién (Ve) en ml, y el (Vf) volumen de agua de mar filtrada en
litros.

Resultados

Se realiz6 la cuantificacion de la concentracion de clorofila-a en 26 muestras correspondientes a
11 estaciones oceanograficas. Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 1.

Conclusiones

Se cuantificé espectrofluorométricamente la concentracion de clorofila-a total en 26 muestras
provenientes de la Campafia SAM-10. El rango de variacion en los valores de concentracion
observado fue entre 0.170 y 6.732 mg/m? clorofila-a en la estaciéon 7b a una profundidad de 100
metros y estacién 13 a una profundidad de 15 metros respectivamente.
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Concentracion de

NL’Jmer_o,de Profundidad de Clorofila a
Estacion muestreo (m) (mg/m?)
1 0.0 0.817
2 0.0 1.221
2 25.0 1.299
2 50.0 0.324
3 4.2 1.309
3 53.1 0.249
4b 3.5 0.717
6 3.0 0.764
7b 14 0.530
7b 20.0 0.525
7b 50.0 0.296
7b 100.0 0.170
8 3.3 1.288
8 10.0 1.641
8 40.0 0.537
9 3.2 1.478
9 15.2 1.027
9 44.8 0.205
10 2.6 1.330
10 7.1 1.233
11 2.9 2.393
11 12.1 3.577
12 2.5 2.481
12 10.2 4.278
13 2.5 2.370
13 15.0 6.732

Tabla 1. Valores de concentracion de clorofila-a (mg/m?®) para las muestras analizadas.
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Anexo

Departamento Oceanografia - Servicio de Hidrografia Naval
Av, Montes de Oca 2124, 1271, Buenos Alres, Argentine
Tod 54114300 2000 « Fax 54 11 4303 2299 « samall: aplolagihidro.gov.ar

Buenos Aires, 28 de agosto deRas

Dr. Marcelo Pijaro

ANC Direccion Pesquerias
Peligicas ¥y Ambiente Marino
s / D

De mi consaderncian, N

me dirijo a Ud. a los efectos deisolichar mptorizacion para que
la Dra. Carla F. BerghofY, del Laboratorio de ProduccionPrimaria 'y Biotaxicidad, efectie
las mediciones de clorofila-a de muestms colectndus dm I carfipifin SAM-10, realizady
a bordo del buque ocennogrifico Puerto Desendo.
La Dra. Berghoff participd en dicha campafia en 2004 y‘“ll MISIa s 0nEron unas 40
muestras de agua de mar para determinacion de closofila-a 145 muestras estin en poder de
la Dra, Berghoff, quien ha manifestado sy prédisposicdn para cfectuar las mediciones,
requirlendo solamente de su sutorzaciin ‘

Quedando a su disposicibn pary cunlguier aclarcion que estime Ud
requerir, lo saluda cordialmente,

Alberto Piola
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